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Kapitel 1
Einleitung
Seit den 1990er Jahren ist nachgewiesen, dass Aquaporine, intrinsische Mem-
branproteine, den Wassertransport u¨ber biologische Membranen erleichtern; da-
bei folgt das Wasser dem osmotischen Gradienten. AQP1 (CHIP28), das in der
Erythrocytenmembran lokalisiert ist, war das erste Protein, bei dem gezeigt
werden konnte, dass es ein selektiver Wasserkanal ist [Preston et al., 1992].
Kurze Zeit darauf konnte dies auch fu¨r ein pflanzliches Aquaporin, das γ-TIP,
nachgewiesen werden [Maurel et al., 1993].
1.1 Struktur und Spezifita¨t der Aquaporine
Aquaporine geho¨ren zur Superfamilie der MIP-homologen Proteine (major int-
rinsic proteins) und sind sowohl in pflanzlichen und tierischen Organismen als
auch in Bakterien nachgewiesen. Die Diversita¨t ist in Pflanzen gro¨ßer als in tie-
rischen Organismen. In Arabidopsis sind 35 MIP-Homologe bekannt [Johanson
et al., 2001], in Zea mays 36 exprimierte Aquaporin Gene [Chaumont et al.,
2001].
Die Familie der Aquaporine la¨sst sich weiter in vier Unterfamilien gliedern:
die plasma membrane intrinsic proteins (PIPs) , die tonoplast intrinsic proteins
(TIPs), die nodulin like intrinsic proteins (NIPs), die nach dem NOD26 aus den
Wurzelkno¨llchen von Glycine max benannt wurden, und die small intrinsic pro-
teins (SIPs). Die PIPs bilden die gro¨ßte Unterfamilie mit zwei Untergruppen,
PIP1 und PIP2, die sich in der La¨nge ihrer N- und C-Termini, und ihrer Was-
serpermeabilita¨t, unterscheiden. In Xenopus Oozyten oder Hefe Vesikeln zeigen
PIP2 Proteine eine hoheH2O-Leitfa¨higkeit, wa¨hrend PIP1 Proteine ha¨ufig inak-
tiv sind oder nur niedrige Leitfa¨higkeiten zeigen [Daniels et al., 1994,Chaumont
et al., 2000,Biela et al., 1999,Suga and Maeshima, 2004,Weig et al., 1997].
Aquaporine sind aus sechs transmembranen α-Helices (Helices 1-6) aufge-
baut, die durch fu¨nf interhelikale Schleifen (A-E) verbunden sind, weiterhin
besitzen sie cytosolische N- und C-Termini. Die Schleifen B und E, bilden mit
kurzen, hydrophoben Abschnitten und einem stark konservierten hydrophilen
Motiv (Asparagin-Prolin-Alanin), auch als NPA-Box bezeichnet, eine hygrosko-
pische Pore nach dem Sanduhr-Modell [Jung et al., 1994]. Von dieser Struktur
gibt es auch Abweichungen, so bei einigen Arabidopsis und Mais NIP und SIP
Isoformen [Chaumont et al., 2001]. Dort ist der Alanin Rest durch andere Ami-
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nosa¨uren ersetzt. Aquaporine bilden Tetramere innerhalb der Membran, dies
scheint wichtig zu sein fu¨r die Stabilita¨t und Faltung der Proteine. Es gibt fer-
ner Hinweise, die auf die Existenz einer fu¨nften Pore deuten (in der Mitte des
Tetramers), durch die Ionen geleitet werden ko¨nnen [Yu et al., 2006]. Pflanz-
liche MIPs zeigen Unterschiede hinsichtlich ihrer Transportselektivita¨t. Neben
solchen, die spezifisch H2O transportieren [Maurel et al., 1993], gibt es andere,
die zusa¨tzlich Glycerin [Biela et al., 1999], NH3, NH4+ [Niemitz and Tyerman,
2000,Jahn et al., 2004]; Bor [Dordas et al., 2000], oder auch CO2 [Uehlein et al.,
2003] transportieren ko¨nnen.
1.2 Physiologische Funktion
Aquaporine sind an vielen physiologischen Vorga¨ngen beteiligt, die einen raschen
Wassertransport u¨ber die Membran erfordern; so bei den Schließbewegungen der
Stomata [Sarda et al., 1997] oder den nastischen Bewegungen der Pulvini von
Mimosa pudica [Fleurat-Lessard et al., 1997] und Samanea saman [Moshelion
et al., 2002], und den Blattbewegungen von N.tabacum [Siefritz et al., 2004].
Die Gene vieler Aquaporine werden gewebs- bzw. entwicklungsspezifisch expri-
miert. Sie finden sich ha¨ufig in Geweben mit starker Zellexpansion, ebenso in
vaskula¨ren und deren umliegenden Geweben an den u¨berleitenden Stellen des
Wassertransportes zwischen symplastischem und apoplastischen Wassertrans-
port [Kaldenhoff et al., 1995,Daniels et al., 1996,Otto and Kaldenhoff, 2000].
Im folgenden wird kurz auf die Funktion der PIPs eingegangen werden, da die
analysierten Tabak- und Arabidopsis Pflanzen reduzierte PIP1-, oder PIP2 Ge-
halte aufweisen.
Die physiologische Funktion dieser beiden Unterfamilien ist trotz ihrer Sequenz-
a¨hnlichkeiten wahrscheinlich verschieden. Vertreter der beiden Unterfamilien
finden sich in fast allen Geweben der Pflanzen: in den Wurzeln, im Spross, in
den Bla¨ttern, den Samen und den reproduktiven Organen. Trotz der niedrigen
Leitfa¨higkeiten in den Xenopus Oozyten scheinen auch PIP1 Isoformen eine
Funktion bei der Wasserleitung und der Regulation transmembraner Wasser-
flu¨sse zu besitzen. So zeigten Wurzeln von antisense Tabakpflanzen mit reduzier-
ter NtAQP1 Expression, eine verminderte hydraulische Leitfa¨higkeit und waren
weniger resistent gegen Trockenstress [Siefritz et al., 2002]. A¨hnliches ließ sich bei
Arabidopsis Pflanzen beobachten, welche entweder ein antisense AtPIP1;1 oder
AtPIP2;3 Gen exprimierten, bzw. beide Gene (double antisense). Diese Pflan-
zen zeigten reduzierte Transkript oder Proteinlevel fu¨r mehrere PIP1 und/oder
PIP2 Homolge [Kaldenhoff et al., 1998,Martre et al., 2002]. Auf physiologischer
Ebene zeigte sich eine verringerte hydraulische Leitfa¨higkeit der Wurzel und, im
Gegensatz zu den Tabakpflanzen, ein erho¨htes Spross/Wurzel Verha¨ltnis bezo-
gen auf das Trockengewicht [Kaldenhoff et al., 1998]. PIP Proteine beeinflussen
auch die nastischen Blattbewegung bei Samanea saman [Moshelion et al., 2002]
und Tabak [Siefritz et al., 2004]. Neben einer H2O Leitfa¨higkeit gibt es Hinweise
auf eine CO2-Leitfa¨higkeit der Aquaporine [Uehlein et al., 2003] und einer in
vivo Beteiligung des NtAQP1 an der Mesophyll-Leitfa¨higkeit fu¨r CO2 [Flexas
et al., 2006].
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1.2.1 Aquaporine als Osmo-, bzw. Turgorsensoren
Hill et al. [Hill et al., 2004] schlagen ein Modell fu¨r die Funktion von Aquapori-
nen jenseits einer Erho¨hung der Wasserleitfa¨higkeit der Membranen vor. Ohne
Zweifel erho¨hen Aquaporine die Wasserleitfa¨higkeit der Membran gegenu¨ber der
reinen Lipiddoppelschicht und in vielen Fa¨llen la¨uft der gro¨ßte Anteil des Was-
sertransportes u¨ber Aquaporine. Hill et al. merken jedoch an, dass es bei vielen
physiologischen Prozessen, wie z.B. dem Expansionswachstum, keinen Bedarf
fu¨r solch erho¨hte Flu¨sse gibt. Aquaporine kommen ubiquita¨r vor, deswegen ist
anzunehmen das sie eine wichtige Funktion erfu¨llen. Dies ko¨nnte die Detekti-
on osmotischer- oder Turgor-Druckgradienten sein. Aquaporine ko¨nnten eine
Kontrolle und Detektion des Turgordrucks in pflanzlichen Zellen innerhalb von
Ru¨ckkopplungsschleifen ausu¨ben. Gerade in Zellen die ihr Volumen a¨ndern, z.B.
wa¨hrend des Wachstums oder einer diurnalen A¨nderung des Turgordruckes, sind
diese Funktionen wichtig. Die Autoren leiten diese Funktion aus der Struktur der
Aquaporine und ihrer ra¨umlichen Anordnung (Tetramere) in der Membran ab.
Im Folgenden sollen diese Modelle nach Hill et al. [Hill et al., 2004] beschrieben
werden.
Osmosensor-Modell
Die Anordnung von Aquaporinen zu Tetrameren scheint der von Enzymen a¨hn-
lich, bei denen vier oder mehr unabha¨ngige katalytische oder bindende Poly-
peptide miteinander assoziiert sind, um eine Kooperation zu ermo¨glichen. Die
Autoren schließen allerdings auch die Existenz einer fu¨nften, mittleren Pore
nicht aus, durch die Ionen geleitet werden ko¨nnten. Nach dem Sanduhr-Modell
von Jung et al. [Jung et al., 1994] besitzen Aquaporin-Monomere einen engen,
wassergefu¨llten Kanal, der von einem a¨ußeren und inneren Atrium flankiert ist.
A¨hnlich wie bei allosterischen Enzymen ist es Aquaporinen vielleicht mo¨glich,
die Konfirmation zu a¨ndern, wenn die mechanische Belastung auf die einzelnen
Monomeren steigt. Der Ausschluss von gelo¨sten Stoffen aus den Atria bewirkt
einen negativen osmotischen Druck innerhalb der Atria. Ein osmotischer Gradi-
ent zwischen dem Inneren und A¨ußeren der Zelle bewirkt einen unterschiedlichen
Druck auf die Atria, dadurch wird eine interne, asymmetrische Spannung zwi-
schen den beiden Enden des Aquaporinmoleku¨ls produziert. Genau ergibt sich
diese Spannung wie folgt: Zuerst geht man davon aus, dass sowohl innerer und
a¨ußerer osmotischer Druck (pi = pii = pio) als auch innerer und auch a¨ußerer hy-
drostatischer Druck (P ) gleich sind, dass also kein Wasser durch die Pore fließt.
Nun ist aber an einer Stelle auf der Symetrieachse der Pore der hydrostatische
Druck p im Atrium geringer als in den angrenzenden Lo¨sungen. Dieser Druck-
abfall wird durch die Umwandlung von osmotischem Druck in hydrostatischen
Druck bei gleichzeitigem Wassergleichgewicht hervorgerufen, es gilt:
∆µw = 0 = V¯w(pi + p)
∆µW bezeichnet hierbei das Wasserpotential und V¯W das partielle Molvolumen.
Da V¯W nicht Null ist, muss p = −pi sein. Dies erzeugt natu¨rlich eine mechani-
sche Belastung, diese ist aber symmetrisch sowohl zur Mittelebene als auch zur
Mittelachse des Moleku¨ls, erzeugt also keine asymmetrische Spannung.
Wenn aber pii 6= pio ist, ist auch pi 6= po, was zum Wasserfluss wa¨hrend der
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Abbildung 1.1: Schematischer Aufriss
eines Aquaporins mit den entsprechen-
den Dru¨cken beim Osmosensor Modell.
Zeichnung aus Hill et al. [Hill et al., 2004]
entnommen.
Osmose fu¨hrt. Die unterschiedlichen Dru¨cke fu¨hren zu einer mechanischen Be-
lastung, die sich als Funktion des Druckunterschieds schreiben la¨sst:
d = f(p0 − pi) = f(∆p) = f(∆pi)
Diese Spannung bewirkt eine kleine A¨nderung der Monomer-Form und be-
gu¨nstigt damit die A¨nderung des Tetramers; eine anwachsende Belastung in den
Monomeren fu¨hrt also zur Konformationsa¨nderung des Tetramers; von einem
T-Zustand (Tension) in einen R-Zustand (Relaxed), bei dem der Querschnitt
der Moleku¨le von rund zu elliptisch wechselt. Die Konfirmationsa¨nderung des
Tetramers ko¨nnte dann u¨ber Signale innerhalb der Zelle weitergegeben werden.
Diese Signalmoleku¨le wurden bis jetzt noch nicht gefunden.
Turgorsensor-Modell
Das Turgorsensor-Modell ist eine Erweiterung des Osmosensor-Modells und gilt
unter der Annahme, dass kein Wasser durch die Aquaporine fließt, sich das
Wasser also im Gleichgewicht befindet. Wenn das Zytoplasma gegen die Zell-
wand gepresst wird, entsteht u¨ber die Lipiddoppelschicht ein großer Druckgra-
dient. Die Dru¨cke in beiden Atria des Aquaporins sind gleich, da kein Wasser
fließt. Die Spannung im Aquaporinmoleku¨l entsteht durch die unterschiedlichen
Druckdifferenzen zwischen den Atria und den angrenzenden Teilen der Lipid-
doppelschicht. Diese Spannung fu¨hrt zu einer A¨nderung im T-R Verha¨ltnis des
Aquaporin-Tetramers, wie sie auch fu¨r das Osmosensing-System auftritt. Im
Detail ergeben sich die unterschiedlichen Dru¨cke auf die Atria wie folgt:
Pcell = −∆pi = pii − pi0 (I)
dabei bezeichnet Pcell den Turgordruck der Zelle, ∆pi die osmotische Druckdif-
ferenz, pii den osmotische Druck im Inneren der Zelle und pi0 den osmotischen
a¨usseren Druck. Da kein Wasser fliesst gilt weiterhin:
p0 = −pi0 (II)
dies ist der Druck, der in dem a¨usseren Atrium wirkt; dabei bezeichnet po den
a¨usseren Druck. Fu¨r den Druck der in dem inneren Atrium wirkt, gilt:
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Abbildung 1.2: Schematischer Aufriss
eines Aquaporins mit den entsprechen-
den Dru¨cken beim Turgorsensor Modell.
Zeichnung aus Hill et al. [Hill et al., 2004]
entnommen.
pi = −pii + Pcell (III)
oder ungeformt:
Pcell = pii + pi (IV)
pi bezeichnet den innerem Druck. Setzt man nun Gleichung II und III in I
ein und lo¨st nach pi0 auf, ergibt sich:
pi = p0
d.h. die Dru¨cke in beiden Atria sind gleich. Die asymmetrische Belastung
des Aquaporins entsteht aus der Druckdifferenz zwischen den Atria und der
angrenzenden Lipiddoppelschicht; innen ist dies
Pcell − pi
und außen ist dies
P0 − p0 = −p0
1.3 Keimung
Die Keimung startet mit der Wasseraufnahme durch den quieszenten, trockenen
Samen und endet mit der Elongation der embryonalen Achse [Bewley, 1997].
U¨blicherweise wird das Austreten der Radicula aus der Testa als Keimungskri-
terium herangezogen. Die Wasseraufnahme durch den reifen, trockenen Samen
erfolgt in drei Phasen: einer schnellen Anfangsphase, folgt eine Plateauphase.
Eine sta¨rkere Wasseraufnahme in einer dritten Phase erfolgt erst wieder nach
Beendigung der Keimung, wa¨hrend der Streckung der embryonalen Achse. In-
folge der Quellung erlangt der Same sehr rasch seine metabolische Aktivita¨t
wieder. Eine erste A¨nderung ist die Wiederaufnahme der respiratorischen Akti-
vita¨t und die Proteinsynthese wa¨hrend Phase I.
Die Keimung von N.tabacum geschieht in zwei Schritten: auf eine Testa-
ruptur folgt eine Endospermruptur, mit der der Keimungsprozess abgeschlossen
ist. Die Testaruptur geschieht an vorbestimmten Bruchstellen der Testa und
ha¨ngt von der Wasseraufnahme und dem Anschwellen des Embryos ab. Beim
Tabak ist es neben der Testa vor allem das Endosperm, welches die Keimung
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beschra¨nkt. Die Reduktion des mechanischen Widerstandes dieses Gewebes ist
essentiell fu¨r die Keimung. Der Verlust der Dormanz und die Keimung werden
durch eine Reihe von externen und internen Faktoren gesteuert. Eine wesentliche
Rolle hierbei spielen Phytohormone. Gibberellin (GA), Ethylen und Brassino-
steroide (BRs) fo¨rdern die Endospermruptur und wirken den inhibitorischen
Effekten der Abscisinsa¨ure (ABA) entgegen. β-1,3-gluconasen erleichtern die
Endospermruptur und werden kurz vor Beginn der Ruptur im Endosperm, im
Bereich der Mikropyle, gebildet. ABA unterdru¨ckt die Endospermruptur, aber
nicht die Testaruptur [Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006].
Hinweise einer Beteiligung von Aquaporinen an Keimungsvorga¨ngen
Die Keimung ist ein Vorgang, bei dem wa¨hrend der Quellung des Samens und
dem anschließenden Expansionswachstum des Embryos, in kurzer Zeit große
Mengen von Wasser u¨ber Membranen fließen. Hinweise einer Beteiligung von
Aquaporinen an diesen Prozessen sind seit la¨ngerem bekannt.
α-TIP und β-TIP oder TIP3s, eine Klasse von Tonoplasten Aquaporinen,
werden spezifisch in Samen exprimiert [Ho¨fte et al., 1992]. α-TIP, das in der
Membran von Protein speichernder Vakuolen (PSV) vieler Pflanzenarten ex-
primiert ist, akkumuliert zu einem spa¨teren Zeitpunkt der Samenreife und ver-
schwindet wa¨hrend der Keimung und dem nachfolgenden Expansionswachstum
des Keimlings [Johnson et al., 1989]. Es wird eine Funktion des α-TIPs bei der
Zell- und Osmoregulation und der Reifung der Vakuole postuliert [Maurel et al.,
1997]. Nach Abschluss der Keimung la¨sst sich dieses Aquaporin nicht mehr nach-
weisen und wird durch ein anderes Aquaporin, das γ-TIP, ersetzt. Dieses Aqua-
porin ist vor allem in vegetativen Geweben wa¨hrend des Streckungswachstums
exprimiert [Ludevid et al., 1992,Maeshima et al., 1994]. Wa¨hrend es zahlreiche
Hinweise gibt, die auf eine Beteiligung von TIPs bei der Samenreifung und Kei-
mung deuten, konnten PIP-Transkripte in trockenen, reifen Samen bisher selten
nachgewiesen werden, und wenn, dann ha¨ufig auf einem niedrigen Level [Daniels
et al., 1994], [Suga et al., 2001], [Willigen et al., 2006], [Gao et al., 1999]. Gao
et al. [Gao et al., 1999] fanden Hinweise dafu¨r, dass Aquaporine – BnPIP1 und
Bnγ-TIP2 – wa¨hrend der Samenquellung und dem fru¨hen Wachstum des Em-
bryos von Brassica napus den Wassertransport u¨ber die Plasmamembran kon-
trollieren. Sie konnten in trockenen, reifen Brassica-Samen keine PIP1-mRNA
nachweisen, jedoch stieg der mRNA-level schnell an, wenn man die Samen vor-
behandelte. Dann war die Keimungsrate, sowohl unter normalen, als auch unter
Stressbedingungen, erho¨ht. Eine Vorbehandlung der Samen hatte jedoch keinen
Effekt auf Bnγ-TIP2. Daraus wird geschlossen, dass BnPIP1 wichtig fu¨r den
intrazellula¨ren Wassertransport wa¨hrend einer sehr fru¨hen Keimungsphase ist.
In reifen, trockenen Samen ist ein PIP1-Transkript in Pisum sativum nachge-
wiesen [Schuurmans et al., 2003]. PsPIP1-1, PsPIP2-1 und PsTIP1-1, fanden
sich sowohl in den Kotyledonen der sich entwickelnden und keimenden Samen,
als auch in den Wurzeln und im Spross der Keimlinge. Im reifen, trockenen
Samen konnten nur Transkripte von PsPIP1-1 nachgewiesen werden. Dies legt
eine Beteiligung von PsPIP1-1, bzw. seiner engen Homologe, bei der Quellung
und Wasseradsorption des Samens nahe.
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1.4 Wachstum
Unter pflanzlichem Wachstum versteht man eine irreversible Volumenzunahme
lebender Zellen. Diese Volumenzunahme wird durch Zellteilungsprozesse und
vor allem durch eine Zellstreckung (Elongation) der Zellen bewirkt. Die Zell-
streckung ist verbunden mit einer gleichzeitigen Wasseraufnahme der Zellen.
Die treibende Kraft der Wasseraufnahme ist der Turgordruck.
1.4.1 Allgemeine Wachstumsgleichung
Die von J.Lockhart [Lockhart, 1965,Cosgrove, 1986] formulierte Gleichung be-
schreibt den Wachstumsprozess einer Einzelzelle. Zwei entscheidende Gro¨ßen
wirken limitierend, bzw. regulierend: der Turgorduck P und die Zellwandexten-
sibilita¨t Φ :
1
V
∗ dV
dt
= Φ ∗ (P − Y ) (1.1)
dabei bezeichnet V das Zellvolumen, dVdt die Rate der Volumenzunahme der
Zelle, P den Turgor, Φ die Zellwandexpansibilita¨t und Y den Schwellenwert
des Turgordrucks, unterhalb dessen keine plastische Expansion auftreten kann.
Experimente haben jedoch gezeigt, dass die Zellstreckungsrate nur u¨ber Φ re-
guliert zu werden scheint, der Turgordruck bleibt wa¨hrend der Zellstreckung
relativ konstant [Tomos and Pritchard, 1994,McQueen-Mason, 2005].
Regulation der Zellwanddehnbarkeit
Pflanzliche Zellen vergro¨ßern wa¨hrend des Zellla¨ngenwachstums ihr Volumen
um das 10-100fache. Die dabei erforderliche Zellwanddehnung wird von einer
Vielzahl interner (Zelltyp, Alter, Phytohormone) und externer (Licht, Was-
serverfu¨gbarkeit) Faktoren beeinflusst. Bei dieser Volumenvergro¨ßerung erfolgt
zuna¨chst eine Druckentspannung der Zellwand (stress relaxation). Nach der
Sa¨ure-Wachstumshypothese wird die Zellwand u¨ber eine Protonenabgabe der
Plasmamembran angesa¨uert, was zu einer Druckentspannung der Zellwand fu¨hrt
[Rayle and Cleland, 1992, Virk and Cleland, 1988]. Die Ansa¨uerung bewirkt
eine Aktivierung von Proteinen, Expansine, die diese pH-abha¨ngige Dehnung
katalysieren, indem sie Wasserstoffbindungen zwischen den Hemicellulosen und
Mikrofibrillen lo¨sen. Dadurch ko¨nnen Wandpolymere auseinandergleiten (wall
polymer creep) und die Wandoberfla¨che vergro¨ßern [Cosgrove, 1999]. Der phy-
sikalische Druck in der Wand verringert sich hierdurch, Wasser wird durch die
Zelle aufgenommen und das Gleichgewicht zwischen Wand- und Turgordruck
kann sich wieder einstellen.
Endoglucanasen und Xyloglucan-Transglycosylasen ko¨nnen die Matrix ver-
a¨ndern, indem sie indirekt, u¨ber eine Vera¨nderung der expansin-vermittelten
Reaktion, auf das Aneinandergleiten der Polymere wirken [Cosgrove, 1999]. Ei-
ne Aktivierung dieser Proteine bewirkt ebenso eine Zellwanderweichung wie
Expansin.
Daneben beeinflusst die Calcium-Konzentration im Apoplasten die Zell-
wandstabilita¨t. Calcium-Kationen komplexieren negativ geladene Uronsa¨ure-
gruppen der Pektine und verleihen so der Zellwand Festigkeit [Trewavas and
Malho, 1997].
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1.4.2 Wachstumsmodelle
Um das Gesamtwachstum einer Pflanze, bzw. einer Pflanzenpopulation zu be-
schreiben, sind mathematische Modelle notwendig. Da ein Schwerpunkt der Ar-
beit in dem Vergleich der Wachstumsdynamiken verschiedener Pflanzen lag, soll
an dieser Stelle kurz auf die wichtigsten Funktionen eingegangen werden.
Es gibt verschiedene Ansa¨tze, pflanzliches Wachstum mathematisch zu be-
schreiben: neben linearen, gibt es exponentielle und sigmoide Modelle. Verfolgt
man das Wachstum einer Pflanze u¨ber einen la¨ngeren Zeitraum, ist in der Regel
ein sigmoider Wachstumsverlauf zu beobachten.
Die wichtigsten, noch heute angewandten Wachstumsmodelle, wurden im 19.
Jahrhundert erstmals beschrieben von B. Gompertz, einem englischen Mathe-
matiker, der durch seine Arbeiten im Bereich der Populationsdynamik bekannt
wurde, und P.F. Verhulst, einem belgischen Mathematiker, der 1838 das logisti-
sche Modell des Bevo¨lkerungswachstums vero¨ffentlichte. Die klassischen Wachs-
tumsmodelle erlauben nur die Modellierung eines Sa¨ttigungs- und sigmoidalen
Wachstums.
Gompertzsche Wachstumsfunktion
Das Gompertzsche Wachstumsmodell ist eine Erweiterung des demographischen
Modells von T.R. Malthus, welches exponentielles Wachstum beschreibt. Gom-
pertz fu¨gte eine mit steigendem Alter exponentiell steigende Sterblichkeitsrate
des Individums einer Population ein. Die Funktion wird beschrieben durch:
dN
dt
= −rN(t)logN(t)
K
(1.2)
N(t) bezeichnet die Anzahl der Individuen zum Zeitpunkt t, r ist die int-
rinsische Wachstumsrate, K ist die Kapazita¨tsgrenze. Die Gompertz-Gleichung
beschreibt asymmetrisch-sigmoide Wachstumsverla¨ufe.
Logistische Gleichung
Verhulst vero¨ffentlichte dieses Modell 1838, um das selbst-limitierende Wachs-
tum einer biologischen Population zu beschreiben. Das Anfangsstadium des
Wachstums ist na¨herungsweise exponentiell, wird dann jedoch durch Konkur-
renz oder limitierte Ressourcen verlangsamt und kommt schließlich zu einem
Stillstand.
Das logistische Modell setzt zwei wesentliche Annahmen voraus:
1. bei optimalen Bedingungen ist das Wachstum proportional zur Gro¨ße der
Population
2. das Wachstum ist proportional zu den verfu¨gbaren Resourcen
Beschrieben wird dieses Modell durch die Differentialgleichung:
dN
dt
= rN(t)(1− N(t)
K
) (1.3)
N(t) bezeichnet die Anzahl der Individuen zum Zeitpunkt t, r ist die Wachs-
tumsrate, K die Kapazita¨t. Eine allgemeine Lo¨sung dieser Differentialgleichung
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ist eine logistische Funktion:
N(t) =
KN(0)ert
K +N(0)(ert − 1) (1.4)
Dabei bezeichnet N(0) die Startpopulation. Es gilt: limt→∞N(t) = K.
Mit logistischenWachstumsfunktionen lassen sich symmetrisch-sigmoide Wachs-
tumsverla¨ufe darstellen [Erickson, 1976]. Bertalanffy [Bertalanffy, 1960] misst
der Funktion Bedeutung fu¨r Approximationen des Wachstums ho¨herer Pflanzen
bei.
Diese Gleichungen beschreiben Wachstumsverla¨ufe, erkla¨ren sie jedoch nicht
im Detail. Bis jetzt gibt es noch kein allgemeingu¨ltiges Modell fu¨r den komplexen
Prozess Wachstum. Jedoch ist es mo¨glich mit Hilfe von Differentialgleichungen
(DGL) Wachstumsdynamiken zu beschreiben und Informationen zu gewinnen.
In diesem Sinne wurden die verschiedenen Kurvenanpassungen dazu genutzt,
um Unterschiede im Wachstums- und Keimungsverhalten der Wildtypen und
transgenen Pflanzen zu erkennen und quantifizieren zu ko¨nnen. Alle Kurvenan-
passungen, mit Ausnahme der A/Ci-Kurven, wurden mit Hilfe des Programms
SigmaPlot, 7.0, SystatInc., San Jose, California, USA durchgefu¨hrt.
1.4.3 Hinweise einer Beteiligung von Aquaporinen am Ex-
pansionswachstum
Die Expression von Aquaporinen gerade in Geweben starken Expansionswachs-
tums, deutet auf eine Beteiligung von Aquaporinen an Wachstumsvorga¨ngen
hin. So ist das AthPIP1-2 stark in den wachsenden Zellen der Wurzel von
A.thaliana exprimiert [Kaldenhoff et al., 1995]. AthTIP1-1 wird ebenfalls zeit-
gleich wa¨hrend der Elongation der Wurzelspitze exprimiert [Ludevid et al., 1992]
und in den Infloreszenzinternodien [Hanzwa et al., 1997]. RsTIP1 aus Raphanus
sativa ist wa¨hrend der Elongation des Hypokotyls exprimiert. A¨hnliches wurde
auch fu¨r Ricinus communis beobachtet [Eisenbarth and Weig, 2005].
1.5 Zielsetzung der Arbeit
Ziel der Arbeit war es, einen mo¨glichen Einfluss von PIP1 und PIP2 Protei-
nen auf die Dynamik des Blattwachstums zu untersuchen. Da Aquaporine sehr
ha¨ufig in meristematischen Geweben exprimiert werden, scheint eine Beteili-
gung von Aquaporinen bei der Regulierung des Wassertransportes, wie er bei
dem Expansionswachstum der Zellen vonno¨ten ist, wahrscheinlich. Mit Hilfe ver-
schiedener transgener Pflanzen sollte genauer analysiert werden, welche Auswir-
kungen ein Ausschalten dieser Proteine auf das Blattwachstumsverhalten von
N.tabacum und A.thaliana hat. Dabei standen zum einen RNAi-Pflanzen von
N.tabacum zur Verfu¨gung, bei welchen die Expression des NtAQP1, oder des
NtAQP2 unterdru¨ckt war, zum anderen zwei T-DNA Insertionsmutanten von
A.thaliana.
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Kapitel 2
Material und Methoden
2.1 Pflanzen und Anzuchtbedingungen
2.1.1 Versuchspflanzen
Zwei verschiedene Organismen wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht:
Nicotiana tabacum (L.) (Virginischer Tabak) und Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. (Ackerschmalwand).
Nicotiana tabacum (L.)
Nicotiana tabacum ist eine einja¨hrige Pflanze mit wechselsta¨ndig angeordneten
Bla¨ttern und geho¨rt zur Familie der Solanaceae. Das Alkaloid Nicotin wird in
den Wurzeln gebildet und in den Bla¨ttern eingelagert. Tabak wurde wahrschein-
lich schon in pra¨-columbianischer Zeit in Mittel- und Su¨damerika kultiviert.
Um Informationen daru¨ber zu erhalten, ob PIP Proteine einen Einfluss auf das
Blattwachstum ausu¨ben, wurden Wachstumsdynamiken des Wildtyps (N.ta-
bacum cv. Petit Havana SR1) sowie zweier transgener Linien (NtAQP1 und
NtAQP2) miteinander verglichen. Die Akkumulation der PIP1 oder PIP2 Pro-
teine war durch RNAi-Technik unterdru¨ckt. Bei den in dieser Arbeit mit RNAi-
PIP1 bezeichneten Pflanzen war die Akkumulation der PIP1-Proteine unter-
dru¨ckt, bei den mit RNAi-PIP2 bezeichneten Pflanzen entsprechend die Ak-
kumulation der PIP2-Proteine. Die Pflanzen wurden von M. Bots hergestellt
und charakterisiert [Bots et al., 2005b]. Es wurde keine Selektion der transge-
nen Pflanzen u¨ber eine Kanamyzin-Resistenz vorgenommen, da Kanamycin ei-
ne Wachstumsverzo¨gerung bewirkt. Statt dessen wurde am Ende der Versuche
Blattmaterial entnommen und eine PCR (Polymerase chain reaction) durch-
gefu¨hrt, um zu u¨berpru¨fen, ob die verwendeten Pflanzen transgen waren (siehe
Kapitel 2.2).
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh.
Arabidopsis thaliana ist eine krautige, einja¨hrige Rosettenpflanze mit grundsta¨n-
digen Bla¨ttern aus der Familie der Brassicaceae. Urspru¨nglich war die Acker-
Schmalwand im Mittelmeergebiet heimisch, heute umfasst das Verbreitungsge-
biet fast ganz Mitteleuropa. A.thaliana geho¨rt zur Ruderalflora und ist seit den
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1940er Jahren einer der wichtigsten Modellorganismen der Genetik.
Die Wachstumsuntersuchungen wurden an zwei T-DNA Insertionsmutanten von
A.thaliana O¨kotyp Columbia (Col 0), durchgefu¨hrt. Die im Folgenden mit TI-
PIP1;2 bezeichnete Insertionsmutante (N645347, NASC, N, Nottingham Arabi-
dopsis Stock Center) besitzt eine Insertion nach Basenpaar 769 im Intron, und
TEPIP1;2 (N519794) eine Insertion im dahinterliegenden Exon nach Basenpaar
867. Die Insertion der T-DNA im 2. Exon inhibiert die Transkription der mRNA
von AtPIP1;2 und bewirkt so dessen knock-out [Siegfart, 2007]. Dagegen zeigt
die Introninsertion eine zum WT unvera¨nderte Expression des AtPIP1;2 und
wurde deswegen im Folgenden als Kontrolle benutzt.
2.1.2 Pflanzenanzucht
N.tabacum - Gewa¨chshaus
Samen des Wildtyps und der transgenen Pflanzen (RNAi-PIP1) wurden in Er-
de des Typs ED 73 (Einheitserde, Balster Einheitswerk, Fro¨ndenberg; N: 250
mg l−1, P2O5: 300 mg l−1, K2O: 400 mg l−1), der Sand beigemischt war (Mi-
schungsverha¨ltnis ca. 3:1), ausgesa¨t und nach 7 bzw. 14 Tagen in gro¨ßere Gefa¨ße
umgetopft (9 cm x 9 cm, bzw. 24 cm x 24 cm). Die Anzucht der Pflanzen er-
folgte im Gewa¨chshaus PhyTec des FZJ. Die mittlere Lichtintensita¨t am Mittag
betrug ca. 700 µmol m−2s−1 PPFD (16 h / 8 h, Licht/Dunkel) und erreichte
Maximalwerte von ca. 1200 µmol m−2s−1 PPFD an sehr sonnigen Tagen (April
- Mai). An bedeckten Tagen und bei einer Beleuchtungssta¨rke unter 20.000 Lux,
wurde eine ku¨nstliche Zusatzbeleuchtung (Na-Hochdruckdampflampen, Philips,
IP65) eingeschaltet. Die Temperaturen lagen bei 25◦C/18◦C (Tag/ Nacht), und
die relative Luftfeuchte betrug ca. 60%.
Fu¨r die DISP-Messungen (Digital Image Sequence Processing Method) wur-
den Tabakpflanzen (WT, RNAi-PIP1) kontinuierlich angezogen, d.h. u¨ber einen
Zeitraum von drei Monaten (Juli bis August 2005) wurden alle zwei Wochen
neue Samen ausgesa¨t. So war gesichert, dass in einem Zeitraum von jeweils zwei
Wochen 8-10 Pflanzen des gleichen Entwicklungsstadiums fu¨r die Einzelblatt-
messungen des Wachstums zur Verfu¨gung standen.
N.tabacum - Klimakammer
Samen des Wildtyps und der transgenen Pflanzen (RNAi-PIP1 und RNAi-PIP2)
wurden in einem Erde - Sandgemisch (siehe oben) angezogen. Die Temperatur
in der Kammer betrug tags 24◦C, nachts 18◦C, die relative Luftfeuchte lag bei
50 bis 60%. Die Lichtperiode dauerte 12 h an, die Beleuchtung erfolgte u¨ber Na-
Hochdruckdampflampen (Master, SON-T, PIA, Green Power, 400 W, Philips)
und HQI-Lampen (Master, HQI-T Plus, 400 W, Philips). Die Lichtintensita¨t
auf der Ho¨he der Pflanzen betrug zwischen 1000 und 1400 µmol m−2s−1.
A.thaliana - Arabidopsenkammer
Samen der beiden A.thaliana T-DNA-Insertionsmutanten, TIPIP1;2 und TE-
PIP1;2, wurden in Erde des Typs P (Einheitserde, Werkverband Sinntal-Jossa;
N: 50-300 mg l−1, P2O5: 80-300 mg l−1, K2O: 80-400 l−1) in Multitopfpaletten
ausgesa¨t. Dabei wurden zwischen 4 und 6 Samen in jede Aussparung gelegt.
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Abbildung 2.1: N.tabacum Wildtyp und
transgene Linien (RNAi-PIP1, RNAi-
PIP2) - fu¨nf Wochen nach der Keimung.
Anzucht in der Klimakammer.
Anschließend wurden die Samen fu¨r 2.5 bis 4 Tage bei 4◦C in eine Ku¨hlkammer
gestellt.
Die Pflanzen wuchsen unter Kurztagbedingungen (8 h Licht / 16 h Dunkel) in
einer klimatisierten Kammer heran (24◦C tags / 18◦C nachts, relative Luftfeuch-
te 50 bis 60%). Die Lichtintensita¨t in der Kammer lag bei 120 µmol m−2s−1
PPFD (Fa. Osram, Fluora L36W/77). Zwei Tage nach der Keimung wurden die
Pfla¨nzchen in den Multitopfpaletten vereinzelt und nach 27 Tagen in gro¨ßere
To¨pfe (9 cm x 9 cm) umgetopft.
(a) TIPIP1;2 (b) TEPIP1;2
Abbildung 2.2: A.thaliana T-DNA-Insertionsmutanten (TIPIP1;2 und TEPIP1;2) -
vier Wochen nach der Keimung.
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2.2 Nachweis der transgenen DNA
Eine Selektion der transgenen Tabakpflanzen erfolgte wie bereits oben aus-
gefu¨hrt nach Beendigung der Wachstumsanalysen mit Hilfe einer PCR (Po-
lymerase chain reaction).
2.2.1 DNA-Isolierung
Die DNA-Isolierung wurde nach einem Protokoll von Edwards [Edwards et al.,
1991] durchgefu¨hrt und ermo¨glicht eine schnelle Pra¨paration der genomischen
DNA in PCR-Qualita¨t.
Extraktionsmedium (autoklaviert):
• 200 mM Tris/HCL, pH 7,5
• 250 mM NaCl
• 25 mM EDTA
• SDS
KAc, Kaliumacetat, 3 M, pH 6 (autoklaviert)
Pro Pflanze wurde je eine Blattscheibe in einem 1.5 ml Eppendorf Gefa¨ß mit
400 µl Extraktionspuffer versetzt und zerrieben. Nach Zugabe von 150 µl KAc
wurde das Gemisch fu¨r 2 min bei 1400 rpm zentrifugiert, der U¨berstand in ein
neues Eppendorf Gefa¨ß u¨berfu¨hrt und 500 µl Isopropanol zugegeben. Anschlie-
ßend wurde 2 min bei 1400 rpm zentrifugiert und der U¨berstand verworfen. Zum
Reinigen der DNA, die als Pellet am Boden bleibt, wurde mehrmals hintereinan-
der 1 ml 80% EtOH zugegeben und zentrifugiert. Das Pellet wurde anschließend
in 40 µl H2O gelo¨st und im Ku¨hlschrank bei 4◦C aufbewahrt.
2.2.2 PCR-Analyse
Folgender Standardreaktionsansatz fu¨r ein Endvolumen von 25 µl wurde ver-
wendet:
• 2,5 µl 10x PCR Puffer (Buff Taq-MgCl2) (Fermentas)
• 2,5 µl 2 mM dNTP Mix (Fermentas)
• 0,5 µl Primer frw. (10 pmol/µl)
• 0,5 µl Primer rev. (10 pmol/µl)
• 2 µl 25 mM MgCl2 (Fermentas)
• 0,5 µl Taq-Polymerase (Fermentas)
• 0,5 µl genomische DNA
• 16 µl H2Odd
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Die Amplifizierungen erfolgten in einem Thermal-Cycler (Bio-Rad, USA). In
Tab. 2.1 finden sich die Inkubationszeiten und -temperaturen des Programms.
Die Anzahl der Reaktionszyklen, die Elongationszeiten und die Hybridtempe-
raturen wurden an die spezifischen Schmelztemperaturen der jeweiligen Oligo-
nukleotide angepasst. Die verwendeten Oligonukleotide wurden von der Firma
MWG Biotech (Ebersberg) bezogen und sind in Tab. 2.2 aufgelistet. Die PCR-
Ansa¨tze wurden nach der Reaktion mit 5 µl Ladepuffer versetzt und auf ei-
nem Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Anschließend wurde das Gel mit
Ethidiumbromid gefa¨rbt und die amplifizierten PCR-Produkte konnten dann
auf einem UV-Tisch fotografiert werden.
Tabelle 2.1: Programm der Standard-PCR
Zyklus Dauer Temperatur Funktion
1 (1x) 4 min. 95◦C Denaturierung
2 (35x) 30 sec. 95◦C Denaturierung
30 sec. 50◦C − 58◦C Primer Hybridisierung
30 sec. 72◦C Primer Verla¨ngerung
3 (1x) 5 min. 72◦C Primer Verla¨ngerung
4 (1x) ∞ 4◦C
Tabelle 2.2: Verwendete Oligonukleotide. Die Oligonukleotide sind in 5’ → 3’ Orien-
tierung angegeben.
Primer Sequenz Tm
35S-Prom FWD ATA AGG AAG TTC ATT TCA TTT GGA 54, 2◦C
GSP-PIP1 REV1 CCA AAA TAG GAA CAT GTG AAT CTC 57, 6◦C
GSP-PIP2 REV2 CAA AAC AGG GAC ATG GGA GTC ACG 64, 4◦C
5NTPAL FWD CTT GTC CTA CAT TGC CGG T 56, 7◦C
3NTPAL REV TCA TCT TGG TTG CAG AAC GG 57, 3◦C
2.3 Analyse des Blattwachstums
Die Gesamtblattfla¨chen der Tabakpflanzen wurden zum einen mit Hilfe eines
automatischen Screening-Systems (Growscreen), zum anderen mit Hilfe eines
Lineals bestimmt. Einige Einzelblattmessungen mit Hilfe der DISP-Methode
wurden ebenfalls gemacht. Die A.thaliana-Pflanzen wurden ebenfalls solange
mit dem Growscreen vermessen, bis sie fu¨r diesen Aufbau zu groß waren. An-
schließend wurden die Bla¨tter eines Teils der Pflanzen geerntet und die Blatt-
fla¨chen, mit einer Auflo¨sung von 150 dpi, gescannt. Die Gesamtblattfla¨chen in
Pixel wurden anschließend mit Hilfe des Programms Photoshop (Adobe Photo-
shop 7.0, Adobe Systems Incorporated) berechnet.
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2.3.1 Definition von Wachstumsraten
absolute Wachstumsrate
Die absolute Wachstumsrate dXdt gibt die Zunahme der Gro¨ße X wa¨hrend ei-
ner bestimmten Zeit an. X kann dabei ein Volumen, eine Masse, oder La¨nge
bezeichnen.
relative Wachstumsrate
Die relative Wachstumsrate 1X
dX
dt gibt an, um welchen Bruchteil von X die
Gro¨ße X wa¨hrend einer bestimmten Zeit zugenommen hat. Bei der Berechnung
der relativen Wachstumsrate (relative growth rate, RGR) wird eine exponenti-
elle Blattfla¨chenentwicklung angenommen.
Die RGR ist definiert als:
RGR =
1
AB
dAB
dt
(2.1)
durch Integration dieser Gleichung erha¨lt man:
RGR(%d−1) =
100
∆t
ln
At2
At1
(2.2)
wobei At1 und At2 die Blattfla¨chen zu den Zeitpunkten t1 und t2 sind [Walter
and Schurr, 1999], d.h. die RGR ist relativ zum aktuellen Fla¨chenwert1. Die
RGR wurde in dieser Arbeit als %/Zeiteinheit angegeben.
2.3.2 Messung der Blattfla¨chen mit dem Lineal
Die Fla¨che eines einzelnen Blattes berechnet sich nach der Formel:
ABlatt = L ∗B ∗ 0.75 (2.3)
L bezeichnet die La¨nge des Blattes, B die Breite, die an der breitesten Stel-
le des Blattes bestimmt wurde und 0.75 ist der Formfaktor. Der Formfaktor
ergibt sich aus dem biometrischen Verha¨ltnis zwischen dem Produkt aus der
La¨nge und Breite des Blattes und der tatsa¨chlichen Blattfla¨che in Papiermasse.
Zuna¨chst wird die La¨nge und Breite des Blattes bestimmt, das Blatt kopiert
und die Kopie des Blattes auf einer Laborwaage gewogen. U¨ber die Masse der
Blattkopie und die Dichte des Papiers ( mgcm3 ), la¨ßt sich die Fla¨che des Blattes
errechnen. Tra¨gt man diese Fla¨che gegen das Produkt aus La¨nge und Breite
des Blattes auf, so ergibt sich der Formfaktor des Blattes aus der Steigung
der Regressionsgeraden dieser Punkte. Fu¨r N.tabacum ergibt sich ein Wert von
0.75. Dieser Faktor konnte mit einer Genauigkeit von 5 % fu¨r den gesamten
Bereich der Blattentwicklung benutzt werden [Walter and Schurr, 1999], [Wal-
ter, 1997]. Der systematische Fehler der Linealmessung der Gesamtblattfla¨che
betra¨gt unter 5 % und wurde mittels einer Gausschen Fehlerfortpflanzung fu¨r
die Gesamtblattfla¨che von 28. Tage alten Tabakpflanzen ausgerechnet (fu¨r eine
1D.h. ein exponentielles absolutes Wachstum wu¨rde ein lineares relatives Wachstum erge-
ben
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Gesamtblattfla¨che von z.B. 61 cm2 ergibt sich ein Fehler von ± 1.8 cm2).
La¨nge und Breite der Bla¨tter wurden mit einem Lineal vermessen. Anschließend
wurde die Gesamtblattfla¨che BFges. und die relative Wachstumsrate (relative
growth rate - RGR) berechnet (siehe oben).
2.3.3 Nummerierung der Blattpositionen des Tabaks
In dieser Arbeit wurden die Tabakbla¨tter von den Keimbla¨ttern ausgehend num-
meriert; also von unten nach oben. Die Keimbla¨tter sind demnach Blatt 1 und
2, Blatt 3 das erste Folgeblatt usw.
2.3.4 Bestimmung der Blattfla¨chen mit Hilfe des automa-
tischen Screeningsystems - Growscreen
Die zeitliche Entwicklung der Gesamtblattfla¨chen der Tabak-, und Arabidopsis
thaliana-Pflanzen wurde mit dem automatischen Screeningsystem Growscreen
verfolgt (siehe auch [Walter et al., 2007]).
Set up
Der Aufbau (siehe Abb. 2.4) bestand im wesentlichen aus einer Farb-CCD-
Kamera (Scorpion IEEE 1394, Fa. Point Grey, Vancouver, Kanada, 1280 x
960 pixel) mit einem 25 mm Objektiv (Fa. Cosmicar/Pentax, Hamburg), die
an zwei Verschiebetischen (Pico-Maxi, Type FMD-LPT 80.550.1205-SM, Laser
2000 GmbH, Mu¨nchen) befestigt war. Verschiedene Kamerapositionen liessen
sich u¨ber die verwendete Software ansteuern. Der Abstand zwischen Pflanzen
und Kamera betrug ca. 50 cm. Mit diesem Aufbau war es mo¨glich, Pflanzen
bis zu einem Durchmesser von ca. 12 cm aufzunehmen, dann waren die Bla¨tter
zu groß und ragten aus dem Bild der Kamera. Die Pflanzen wurden wa¨hrend
der Bildaufnahme u¨ber einen Ring aus Cluster-LEDs (Weißlicht, 24 V, Fa. Si-
gnal Construct GmbH, Niefern) beleuchtet. Pro Aufnahme wurden ca. zehn
Sekunden beno¨tigt, da jeweils zehn Bilder aufsummiert wurden, um ein weni-
ger verrauschtes Signal zu erzielen, und das Verfahren der Verschiebetische Zeit
beno¨tigte. Die Bilder wurden anschließend als Multitiff-Datei abgespeichert.
Funktionsweise des CCD-Sensors
Die lichtempfindlichen Zellen einer einzelnen Fotozelle auf dem Halbleiter des
CCD-Sensors der Kamera ko¨nnen nur Helligkeitswerte erfassen. Um eine Farbin-
formation zu erhalten, sind Farbfilter vor jeder einzelnen Zelle notwendig (in den
drei Grundfarben Rot - Gru¨n - Blau). Die Anordnung dieser Farbfilter ist einem
Schachbrett a¨hnlich: Rot- und Gru¨nfilter wechseln sich in den ungeraden Zeilen
ab und Gru¨n - Blau Filter in den geraden Zeilen. Der Farbfilter besteht also zu
50% aus Gru¨nfiltern und zu je 25% aus Rot- und Blaufiltern (Bayer Pattern).
Jeder Farbpunkt (pixel) liefert nur Informationen fu¨r eine einzige Farbkompo-
nente an dieser Stelle. Fu¨r eine vollsta¨ndige Farbinformation mu¨ssen die jeweils
benachbarten Pixel derselben Farbe zur Farbinterpolation herangezogen werden.
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An jedem Farbpixel fehlen also 23 der Farbinformation. Verschiedene Algorith-
men der Kamerahersteller ko¨nnen verwendet werden, um ein vollsta¨ndiges Set
von Rot-Gru¨n-Blau Werten an jedem Punkt zu interpolieren.
Umwandlung der RGB- in HSV-Daten
Die so erhaltenen RGB-Daten werden in eine andere Darstellung transformiert
(siehe auch [Walter et al., 2007]). Dies hat den Vorteil, dass eine Farbsegmen-
tierung der Daten, u¨ber eine Festlegung von Schwellenwerten der Parameter,
leichter erfolgen kann. Die Farbe wird im HSV-Raum u¨ber den Farbton, die
Sa¨ttigung und den Grauwert definiert (Hue/Saturation/Value = Farbton/Sa¨tti-
gung/value=max(r,g,b)). Der HSV-Farbraum la¨sst sich als Zylinder oder Kegel
darstellen. Im RGB-Raum wird eine Farbe durch einen Rot-, Gru¨n- und einen
Blauanteil beschrieben. Die Festlegung der Schwellenwerte fu¨r die Farbsegmen-
tierung anhand der HSV-Werte ist fu¨r das menschliche Auge, bzw. Gehirn, we-
sentlich einfacher, als u¨ber die Rot-, Blau-, und Gru¨nanteile der Farben. Die
Segmentierung erfolgte mit dem Programm Bayer2area. Typische Schwellen-
werte der Parameter fu¨r A.thaliana finden sich im Anhang. Die Festlegung der
Schwellenwerte ha¨ngt ab von der Pigmentzusammensetzung der Pflanzen, dem
Bodentyp, und der Oberfla¨chenstruktur der Bla¨tter und muss fu¨r jede Pflan-
zenart, bzw. Bodentyp, neu festgelegt werden. Neben den Orginalbildern, die in
einer Multitiff-Datei abgespeichert werden, werden noch die farbcodierten Bilder
nach der Segmentierung in einer -masked Datei ausgegeben. Die segmentierten
Blattfla¨chen jeder Pflanze (in pixeln) werden anschließend in eine Textdatei
geschrieben. Aus diesen Werten la¨sst sich im folgenden die Gesamtblattfla¨che
(BFges.) ermitteln.
(a) (b)
(c) (d)
Abbildung 2.3: A.thaliana T-DNA-Insertionsmutante TIPIP1;2: zwei Tage nach der
Keimung (a,b) und 24 Tage nach der Keimung (c,d).
a,c – Orginalbild, b,d – farbcodiertes Bild nach der Segmentierung.
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2.3.5 Digitale Bildsequenz-Analyse
Mit Hilfe der digitalen Bildsequenz-Analyse (auch als DISP-Methode bezeich-
net: Digital Image Sequenz Processing Method) ist es mo¨glich, das Wachstum
eines einzelnen Blattes mit einer sehr hohen ra¨umlichen und zeitlichen Auflo¨sung
zu analysieren und somit den Tagesgang des Blattwachstums aufzulo¨sen.
Aufbau und Aufnahmebedingungen
Bei der DISP-Messung wird das Blatt mittels Gewichten (12 g) an einem Draht-
rahmen fixiert, um epinastische Bewegungen des Blattes wa¨hrend der Bildauf-
nahme zu verhindern (siehe Abb. 2.5). Speziell fu¨r die Tabakbla¨tter wurden
fu¨nf Gewichte verwandt, eines an der Blattspitze und vier an der Seite des
Blattes. Die 12 g-Gewichte und deren Anordnung in dieser Weise, fu¨hren da-
zu, dass der Wachstumstagesgang (zeitliche Variation der Wachstumsaktivita¨t
wa¨hrend 24 Stunden) und der Basis-Spitze-Gradient (ra¨umliche Verteilung der
Wachstumsaktivita¨t auf der Blattspreite) vergleichbar zu den Mustern frei wach-
sender Bla¨tter sind [Walter et al., 2000]. Die Bildaufnahme erfolgte u¨ber eine
CCD-Kamera (Sony XC-75, bzw. Sony XC-55) mit einem 12 mm Objektiv,
die senkrecht zur Blattebene befestigt war. Da Aufnahmen u¨ber 48 Stunden ge-
macht wurden, musste das Blatt nachts beleuchtet werden; dies passierte mittels
IR-LEDs, die im nahen Infrarotbereich (λ 940 nm) strahlen und das Pflanzen-
wachstum nicht beeintra¨chtigen [Schmundt et al., 1998]. Die Distanz zwischen
Kamera und Blatt betrug zwischen 20 und 30 cm. Die La¨nge einer Bildsequenz
betrug jeweils 48 Stunden; dabei wurden in einem Abstand von zwei Minuten
Bilder aufgenommen.
Die Aufnahmen wurden in einem klimatisierten Anzuchtraum gemacht, da Auf-
nahmen direkt im Gewa¨chshaus wegen der wechselnden Beleuchtung schwierig
sind. Die Temperatur im Anzuchtraum betrug 23 ◦C tags und 18 ◦C nachts, die
relative Feuchtigkeit circa 50 %, die Lichtintensita¨t der Leuchtro¨hren 60 µmol
m−2s−1 (Osram, cool white, L36W, 21-840) und der Lichtrythmus war auf 12 h
/ 12 h eingestellt. Damit die Pflanzen sich an diese Bedingungen gewo¨hnen konn-
ten, wurden die Messungen erst nach 3-4 Tagen gestartet, wenn die Pflanzen
sich akklimatisiert hatten. Es wurden jeweils Bla¨tter zweier Pflanzen (WT und
RNAi-PIP1) gleichzeitig, d.h. in zwei Aufbauten nebeneinander, aufgenommen.
Dabei wurden die Blattpositionen 10, 11 und 12 analysiert.
Bildanalyse
Grauwertkontraste auf der Blattoberfla¨che ko¨nnen von der CCD Kamera gut er-
kannt werden. Aus der zeitlichen A¨nderung der Grauwertstrukturen einer Bild-
sequenz ko¨nnen die Geschwindigkeiten einzelner Bildpunkte mit dem Struktur-
tensor-Verfahren bestimmt werden [Bigu¨n and Granlund, 1987,Christ, 2005].
Bei der Berechnung der ra¨umlich-zeitlichen Verteilung der Wachstumsraten wer-
den zuna¨chst Vektorfelder von Verschiebungsvektoren bestimmt; dabei wird je-
dem Pixel in jedem Bild der Sequenz eine Geschwindigkeit (der Verschiebung)
zugeordnet. Um diese Verschiebungsvektoren zu bestimmen wird der gesam-
te Bilderstapel in Wu¨rfel von z.B. 7 x 7 x 7 Pixeln (x- und y-Richtung sowie
Zeitachse), unterteilt. Die Grauwertverteilung innerhalb dieser Wu¨rfel wird mit
Hilfe eines Strukturtensors bestimmt [Bigu¨n and Granlund, 1987]. Grauwert-
gradienten werden erkannt und ein Vektor, der senkrecht zu all den Vektoren
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dieser Gradienten ist, wird angefittet. Die Komponenten dieses Vektors werden
dann einem zentralen Pixel dieses Wu¨rfels zugeordnet und damit ist ein Element
des Vektorfeldes aus Verschiebungsvektoren berechnet. Diese Berechnung wird
fu¨r die benachbarten Pixel wiederholt, indem der Wu¨rfel zum benachbarten Pi-
xel verschoben wird. Aus diesen Vektorfeldern werden dann in einem na¨chsten
Schritt ”Divergenzfelder“berechnet. Die Divergenz ist die Summe der Ableitun-
gen des Vektorfeldes in x- und y-Richtung. Die lokale A¨nderung des Vektorfel-
des wird daru¨ber bestimmt. Die Gro¨ßenordnung der Divergenz ist equivalent
zur lokalen Wachstumsrate. Die pixelweise berechneten Wachstumsraten wer-
den anschließend gegla¨ttet und in ein natu¨rliches Koordinatensystem, z.B. die
Blattadern, transformiert.
Auswertung
Mit Hilfe der DISP-Methode gewinnt man entweder eine hohe zeitliche oder
ra¨umliche Auflo¨sung. Die Auswertung erfolgt in zwei Schritten: zuna¨chst wer-
den die Pixelgeschwindigkeiten ermittelt (und/oder die RGR), dann in einem
zweiten Schritt, die RGR einer bestimmten Fla¨che (AOI: Area of Interest) auf
dem Blatt. Die Bestimmung der regularisierten Pixelgeschwindigkeiten in x- und
y-Richtung wird auf einem Cluster gerechnet. Damit die Berechnung optimale
Ergebisse liefert, mu¨ssen verschiedene Parameter fu¨r jede Bildsequenz angepasst
werden. In Anhang B findet sich ein Beispiel einer Parameterdatei fu¨r Tabak.
tau Strukturtensor Parameter, definiert den Schwellenwert des kleinsten Ei-
genwertes
noise Strukturtensor-Parameter, der mit tau verknu¨pft ist und die Gu¨te (Signal-
Rausch-Verha¨ltnis) der Schwellenwert-Berechnung angibt.
pyrstufe Pyramidenstufe mit der die Daten analysiert werden sollen (0 = alle Da-
ten, 1 = Bildla¨nge und -breite wird halbiert und damit die Bildgro¨ße auf
ein Viertel reduziert. So wird die Rechenzeit verku¨rzt, damit aber auch
die Auflo¨sung reduziert
threshold Schwellenwert der Grauwerte fu¨r die Maske; bestimmt die Abtrennung des
Hintergrundes vom Blatt
b-rec-x und b-rec-y rekursive Filterwerte fu¨r die Regularisierung in x-, und y-Richtung
viter Anzahl der Iterationen des iterativen Filters
viter-rec Anzahl der Iterationen des rekursiven Filters
vsmooth Gla¨ttungsparameter fu¨r die Regularisierung; kleine Werte stehen fu¨r eine
geringe Gla¨ttung
Folgende Dateien werden ausgegeben:
• rank - anhand des Ranges la¨sst sich abscha¨tzen, ob die Parameter gut an-
gepasst wurden. Der Rang kann Werte zwischen 0 und 3 annehmen. Rang
0 bedeutet, dass keine Information vorhanden ist, Rang 1, dass mehr als
ein Eigenwert Null ist, Rang 2, dass exakt ein Eigenwert des Strukturten-
sors Null ist und das ist genau das, was beno¨tigt wird, Rang 3 zeigt an,
dass das Modell nicht gu¨ltig ist. Es ist also notwendig, die Parameter so
anzupassen, dass ein Rang von 2 erreicht wird.
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• regularisierte Geschwindigkeiten in x- und y-Richtung
Die Bestimmung der durchschnittlichen RGR einer bestimmten Blattfla¨che
(AOI) la¨sst sich mit dem Programm Growflow bestimmen. Nachdem man ei-
ne AOI auf dem Blatt ausgewa¨hlt hat, wird die durchschnittliche RGR dieser
Fla¨che fu¨r jeden Zeitpunkt gespeichert und als rgr.txt file gespeichert. Dort ist
fu¨r jeden Datenpunkt die RGR als %/Bild angegeben. Dies muss noch in die
reale Zeit umgerechnet werden. Damit ist es dann mo¨glich fu¨r diesen Fla¨chen-
ausschnitt den zeitlichen Verlauf der RGR u¨ber einen Zeitraum von Minuten
bis Tagen zu verfolgen.
Die erhaltenen RGR-Werte werden in dieser Arbeit sowohl als Stundenmit-
telwerte (%/h−1) oder als normierte Werte dargestellt. Mit den normierten Wer-
ten lassen sich verschiedene Tagesga¨nge besser miteinander vergleichen. Man
bildet zuna¨chst den Tagesmittelwert der RGR u¨ber 24 Stunden und dividiert
anschliessend die einzelnen Stundenmittelwerte der RGR durch diesen Tages-
mittelwert, bezieht also die Stundenmittelwerte auf das Tagesmittel
RGRnorm =
Stundenmittelwerte
Tagesmittelwert
∗ 100
Liegen Daten mehrerer Tage vor, werden die auf das Tagesmittel bezogen Stun-
denmittel noch gemittelt.
2.4 Biomassebestimmung
Es wurde jeweils die gesamte Blattmasse der A.thaliana-Pflanzen geerntet und
das Frischgewicht (FG) mit einer Analysewaage (Genauigkeit ±0.01 g) be-
stimmt, die Bla¨tter anschließend bei 80◦C ca. 2 Wochen im Trockenschrank
getrocknet und das Trockengewicht bestimmt (TG). Der relative Wassergehalt
(RWG) der Bla¨tter in Prozent berechnet sich nach der Formel:
RWG =
(FG− TG)
FG
∗ 100 (2.4)
wobei FG das Frischgewicht in g, und TG das Trockengewicht in g bezeich-
nen.
2.5 Photosynthesemessungen
2.5.1 Gaswechselmessungen
Der Gaswechsel der Tabakbla¨tter wurde mit einem tragbaren, offenen Gaswech-
selmesssystem (LiCor 6400, LiCor, Lincoln, USA) gemessen. Fu¨r Lichtkurven
wurde dabei eine geschlossene Blattkammer mit einer internen Lichtquelle (Li-
Cor 6400-02B, Red-Blue Light Source) verwandt, fu¨r A/Ci Kurven eine Blatt-
kammer mit einem PAM-2000 Adapter (LiCor 6400-06, PAM 2000 Adapter
Chamber), da simultan auch die Chlorophyll a-Fluoreszenz der Bla¨tter gemes-
sen wurde. Die Lichtintensita¨t konnte bei dieser Kammer nicht intern reguliert
werden, daher wurde ambientes Licht genutzt.
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Abbildung 2.4:
Screening-
Aufbau mit
Farbkamera,
Beleuchtungs-
ring und
Verschiebe-
tischen.
Abbildung 2.5:
DISP-Aufbau
mit fixiertem
N.tabacum-
Blatt, Be-
leuchtungsring,
Gewichten und
Metallring.
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Um die Photorespiration zu vermindern, wurde fu¨r alle Messungen ein ku¨nst-
liches Luftgemisch aus N2 und 2% O2 verwendet. In der Blattkammer war fu¨r
alle Messungen eine Blocktemperatur von 25◦C, eine Luftfeuchtigkeit von 60 bis
70% und ein Fluss von 700 µmol mol−1 eingestellt.
Fu¨r die Lichtkurven wurde die Nettophotosyntheserate bei zehn verschiedenen
Lichtintensita¨ten gemessen. Die Pflanzen wurden zuna¨chst schrittweise an eine
maximale Lichtintensita¨t von 1400 µmol m−2s−1 angepasst. Die Intensita¨ten
wurden dann stufenweise auf 0 µmol m−2s−1 verringert. In der Blattkammer
war eine CO2- Konzentration von 700 µmol CO2 mol−1 eingestellt. Die Pflanzen
waren wa¨hrend der Aufnahme der Lichtkurven zwischen 25 und 30 Tage alt
(Tage nach der Keimung). Es wurden Bla¨tter einer mittlere Blattposition (Blatt
7) ausgewa¨hlt und der Gaswechsel an der Blattspitze gemessen.
Die Messungen der Netto-Photosyntheseraten bei verschiedenen CO2-Konzen-
trationen wurden bei einer Lichtintensita¨t durchgefu¨hrt (700 µmolm−2s−1), die
knapp unter derjenigen der Lichtsa¨ttigung lag, um die Pflanzen einem mo¨glichst
geringen Stress auszusetzen. Die Bla¨tter wurden schrittweise an eine maximale
CO2-Konzentration von 1400 µmol CO2 mol−1 angepasst. Von diesem Punkt
aus wurde die Konzentration dann bis auf 50 µmol CO2 mol−1 verringert. Die
Pflanzen waren wa¨hrend der Gaswechselmessungen zwischen 35 und 39 Tage
alt. Es wurden Source-Bla¨tter einer mittleren Blattposition ausgewa¨hlt (das je-
weils gro¨ßte Blatt, neunte Blattposition) und Bla¨tter einer unteren Blattposition
(Blatt 7) und der Gaswechsel an der Blattspitze gemessen.
Abbildung 2.6: Kombinierte Gaswechsel- und Fluoreszenzmessung an einem Tabak-
blatt. Rechtes Bild: PAM-Adapter Blattkammer.
2.5.2 Fluoreszenzmessungen
Die Chlorophyll a-Fluoreszenz der Bla¨tter wurde mit einem tragbaren Puls-
Amplituden-modulierten Fluorometer (PAM-2100 Walz, Effeltrich) bestimmt.
An dunkel-adaptierten Bla¨ttern wurde die potentielle (maximale) Quanteneffi-
zienz des Photosystems II (Fv/Fm) berechnet, indem die minimale Fluoreszenz
F0 und die maximale Fluoreszenz Fm wa¨hrend eines lichtsa¨ttigenden Pulses
gemessen wurde.
Fv/Fm = (Fm − F0)/Fm
An Licht-adaptierten Bla¨ttern wurde mit Hilfe eines lichtsa¨ttigenden Pulses die
Grundfluoreszenz Fs und die maximale Fluoreszenz Fm′ bestimmt und daraus
die effektive Quanteneffizienz ∆F/Fm′ und die Elektronentransportrate (ETR)
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des PSII berechnet. Nach Genty [Genty et al., 1989] berechnet sich die effektive
Quanteneffizienz (φPSII) als:
∆F/Fm′ =
(Fm′ − Fs)
Fm′
(2.5)
und die Elektronentransportrate als:
ETR = ∆F/Fm′ ∗ PPFD ∗ 0.84 ∗ 0.5 (2.6)
wobei PPFD die photosynthetisch aktive Photonenflußdichte bezeichnet. Der
Faktor 0.84, auch Reflexionsfaktor genannt, ist abha¨ngig von den Oberfla¨chen-
eigenschaften des Blattes: nur ein Teil des einfallenden Lichtes wird vom Blatt
absorbiert. Unter der Annahme, dass sich die einfallenden Quanten auf beide
Photosysteme gleich verteilen, erha¨lt man den Faktor 0.5. Das nicht photoche-
mische Quenching wurde berechnet als [Bilger and Bjo¨rkman, 1990]:
NPQ =
(Fm − Fm′)
Fm′
(2.7)
Tabelle 2.3: Fluoreszenzparameter [Maxwell and Johnson, 2006]
Parameter Definition
F0 minimale Fluoreszenz dunkel-adaptierter Bla¨tter
Fm maximale Fluoreszenz dunkel-adaptierter Bla¨tter
Fv variable Fluoreszenz dunkel-adaptierter Bla¨tter
Fv/Fm potentielle Quanteneffizienz des PSII dunkel-adaptierter Bla¨tter
Fs Grundfluoreszenz
Fm′ maximale Fluoreszenz licht-adaptierter Bla¨tter
∆F Variable Fluoreszenz licht-adaptierter Bla¨tter
∆F/Fm′ effektive Quanteneffizienz licht-adaptierter Bla¨tter
NPQ nicht-photochemische Energielo¨schung
2.6 Keimungsversuche
Samen von N.tabacum (Wildtyp, RNAi-PIP1-, und RNAi-PIP2-Pflanzen) wur-
den in Petrischalen (8 cm Durchmesser) auf eine doppelte Lage sterilen Filter-
papiers (MN 713 Machery-Nagel) in Reihen ausgelegt; pro Petrischale 40 Samen
und 5 Petrischalen pro transgener Linie, bzw. der Wildtypen. Das Filterpapier
wurde mit 4 ml steriler Na¨hrlo¨sung, 1/10 MS-Medium [Murashige and Skoog,
1962], pH=6.5, benetzt und die Petrischalen mit Parafilm umwickelt. Die Petri-
schalen wurden anschließend in einen klimatisierten Raum (23◦C) mit kontinu-
ierlichem Licht (150 µm−2s−1, Leuchtro¨hren Osram, cool white, L36W, 21-840)
u¨berfu¨hrt und die Keimung unter einem Binokular verfolgt. Dabei lassen sich
morphologisch zwei Ereignisse beobachten: die Testaruptur, erkennbar an dem
la¨nglichen Aufreissen der Testa u¨ber der Mikropyle, und die Endospermruptur,
bei der die Keimwurzel das Endosperm durchbricht. Fu¨r die Auswertung wur-
den der zeitliche Verlauf dieser beiden Ereignisse als Anteil der Samen in der
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einen oder anderen Phase gegenu¨ber der Zeit aufgetragen und Kurven angepasst.
Dabei wurde eine Anpassung einer sigmoiden Kurve nach Weibull vorgenom-
men [Brown and Mayer, 1988]. Diese eignet sich gut fu¨r eine mathematische
Beschreibung einer raschen A¨nderung zwischen zwei Zusta¨nden, wie dies bei
der Keimung normalerweise der Fall ist.
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Kapitel 3
Ergebnisse
3.1 Nachweis der transgenen DNA
In Abb. 3.1 ist exemplarisch ein Gel mit den amplifizierten PCR-Produkten
gezeigt. Die Gro¨ße der PCR-Amplifikate wurde in Agarosegelen mit einem DNA-
Gro¨ßenstandard (1000 Basenpaare, Fermentas GeneRuler) verglichen; die Gro¨ße
der transgenen PCR-Produkte lag bei ca. 450 Basenpaaren.
Kontrollen mit genomischer DNA aus nicht transformiertenN.tabacum Pflan-
zen und Wasserkontrollen ohne DNA zeigten die Spezifita¨t der Amplifikationen
an. Als Positivkontrolle wurde zusa¨tzlich noch ein Teilfragment des Gens fu¨r
die Phenylalaninammoniumlyase amplifiziert; bei einigen Proben sto¨rten offen-
sichtlich Sekunda¨rstoffe (Nikotin etc.) des Tabaks den Nachweis der DNA. In
diesen Fa¨llen fehlten die betreffenden Banden auf dem Gel sowohl fu¨r die trans-
gene DNA, als auch fu¨r das Teilfragment der Phenylalaninammoniumlyase. Die
PCR-Reaktionen mit genomischer DNA der RNAi-Pflanzen zeigten eine Am-
plifikation des erwarteten 450 Basenpaaren großen PCR-Produktes in 95 % der
Fa¨lle. Bei den restlichen 5 % fehlten ha¨ufig auch die Banden fu¨r das Teilfragment
der Phenylalaninammoniumlyase. Pflanzen bei denen nicht sicher nachgewiesen
werden konnte, dass sie transgen sind, wurden nicht mit in die Analyse einbe-
zogen.
3.2 Fehlerabscha¨tzung des Screeningverfahrens
Ein Nebenaspekt dieser Arbeit war es, eine Fehlerabscha¨tzung des Screeningver-
fahrens vorzunehmen, indem Daten dieser Methode mit denen einer Linealmes-
sungen verglichen wurden. Die Ergebnisse der Fehlerabscha¨tzung werden den
Ergebnissen der Hauptfragestellung der Arbeit vorangestellt, da die Verla¨sslich-
keit der Screeningdaten die Voraussetzung einer Auswertung der Wachstums-
daten ist.
Die Gesamtblattfla¨che, die u¨ber den Growscreen ermittelt wird, ist die Projek-
tion einer Blattfla¨che, die beeinflusst wird von der U¨berlappung und der Bewe-
gung der Bla¨tter im Tagesverlauf. Wie wirkt sich nun diese Blattbewegung auf
eine Messung der Gesamtblattfla¨che aus: gibt es eine systematische Bewegung
der Bla¨tter im Tagesverlauf? Und la¨sst sich eine Fehlerabscha¨tzung fu¨r die mit
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Abbildung 3.1: PCR-Analyse mit genomischer DNA aus den transgenen RNAi-Linien
PIP1, PIP2 des Tabaks. A.) Die Amplifikation erfolgte mit den Oligonukleotiden
5NTPAL-for und 3NTPAL-rev. WT= Wildtyp, genomische DNA des untransformier-
ten Wildtyps von N.tabc., 1- 10 = genomische DNA der RNAi-PIP1-Pflanzen, W =
Wasserkontrolle. B.) Amplifikation erfolgte mit den Oligonukleotiden 35S-Prom-for
und GSP-PIP1-rev fu¨r die RNAi-PIP1-Linie, bzw. GSP-PIP2-rev fu¨r die RNAi-PIP2-
Linie. WT = Wildtyp, 1- 10 = genomische DNA der RNAi-PIP1-Pflanzen, W = Was-
serkontrolle.
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dem Growscreen ermittelten Gesamtblattfla¨chen vornehmen?
Um dies zu u¨berpru¨fen wurden Screeningmessungen verschiedener Tageszei-
ten miteinander verglichen, sowohl bei N.tabacum als auch bei A. thaliana.
Ein Vergleich zweier Messmethoden – Lineal- und Screeningmessungen – sollte
eine ungefa¨hre Fehlerabscha¨tzung der Gesamtblattfla¨chen der Screeningdaten
ermo¨glichen, da bei den Linealmessungen die unterschiedlichen Anstellwinkel
der Bla¨tter keine Rolle spielen. Die gemessene Blattfla¨che ist mit dieser Me-
thode also, im Rahmen der Messgenauigkeit, identisch mit der tatsa¨chlichen
Blattfla¨che. Deswegen wurden zu zwei verschiedenen Zeitpunkten – 11 Uhr und
15 Uhr desselben Tages – bei N.tabacum, sowohl Lineal- als auch Screeningmes-
sungen durchgefu¨hrt und die Gesamtblattfla¨chen und Wachstumsraten mitein-
ander verglichen. Abb. 3.2 zeigt diesen Vergleich. Die Gesamtblattfla¨chen der
11-und 15-Uhr Messungen wurden gegeneinander aufgetragen. Zum Zeitpunkt
der Messungen waren die Tabakpflanzen 17 Tage alt. Mit dem Growscreen war
es mo¨glich je 54 Pflanzen pro Genotyp und Zeitpunkt zu messen, mit der Li-
nealmessung lediglich sechs Pflanzen. Die Wachstumsraten (%/4h) ergeben sich
aus den Steigungen (m) der Geraden:
Wachstumsrate = (m− 1) ∗ 100
In Tab. 3.1 sind diese Wachstumsraten nochmals zusammengefasst.
Tabelle 3.1: Wachstumsraten der Screening- vs. Linealmessung im Vergleich
N.tabacum Wachstumsraten (%/4h) Wachstumsraten (%/4h)
Screening Linealmessung
WT 7.6 -4
RNAi-PIP1 11.4 21
RNAi-PIP2 12.8 -1
Aus einem Vergleich der Steigungen la¨sst sich eine erste Na¨herung eines syste-
matischen Fehlers fu¨r die Wachstumsraten bestimmen. Betrachtet man die mit
den Linealmessungen ermittelten Werte, so fa¨llt auf, dass diese, bis auf die Wer-
te der RNAi-PIP1 Pflanzen, wesentlich niedriger sind, als die Screeningdaten:
mit -4 %/4h (WT) und -1 %/4h (RNAi-PIP2) wird kein Wachstum in dieser
Zeit angezeigt. Die Screeningmethode ermittelt 7.6 %/4h (WT) und 12.8 %/4h
(RNAi-PIP2). Damit ergibt sich ein systematischer Fehler der Gesamtblatt-
fla¨che von ca. 10-13 %/4h fu¨r die Tabakpflanzen. Die ho¨heren Wachstumsraten,
die u¨ber den Growscreen ermittelt werden, liegen in der Bewegung der Bla¨tter
begru¨ndet: eine sta¨rkere Steigung bedeutet eine weniger starke U¨berlappung,
bzw. eine gro¨ßere senkrechte Projektionsfla¨che der Bla¨tter. Die Bewegung der
Bla¨tter wirkt sich also bei den u¨ber den Growscreen ermittelten Wachstums-
raten sta¨rker aus (”virtuelles Wachstum“). Aus diesen Vergleichen ergibt sich,
dass die Wachstumsraten, die durch den Growscreen ermittelt werden, keine
Wachstumsraten im Sinne von Gl. 2.2 sind, sondern eine Funktion der Blattbe-
wegung und des Zuwachses sind.
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Abbildung 3.2: Vergleich zweier Messmethoden: Screening- vs. Linealmessung. Aufge-
tragen wurden die Werte der Blattfla¨chen der 15 Uhr Messung gegen diejenigen der 11
Uhr Messung. Aus den Steigungen lassen sich die Wachstumsraten (%/4h) entnehmen.
Vergleich der verschiedenen transgenen Linien des Tabak: (RNAi-PIP1, RNAi-PIP2)
und WT (n = 54 fu¨r die Screeningmessungen und n = 6 fu¨r die Linealmessungen).
Die Pflanzen waren zu diesem Zeitpunkt 17 Tage alt.
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Wie stehen nun die Gesamtblattfla¨chen, die u¨ber die beiden Methoden ermittelt
werden, zueinander in Beziehung?
In Abb. 3.3 sind die Gesamtblattfla¨chen der Lineal- gegen die der Screeningmes-
sung aufgetragen (fu¨r zwei Zeitpunkte desselben Tages - 11 Uhr und 15 Uhr).
Es ergibt sich fu¨r alle Pflanzen und beide Zeitpunkte eine lineare Beziehung,
d.h. die Gesamtblattfla¨chen sind einander proportional.
Die Blattbewegung im Tagesverlauf erfolgt systematisch, wie sich aus Abb. 3.4
schließen la¨sst. Hier ist fu¨r ein fru¨heres Entwicklungstadium der Tabakflanzen
(9 Tage nach der Keimung) zu drei verschiedenen Zeiten desselben Tages (9 Uhr,
11 Uhr und 15 Uhr) die Gesamtblattfla¨chen mit Hilfe des Growscreen bestimmt
und gegeneinander aufgetragen worden. Da aus Abb. 3.2 ersichtlich ist, dass die
Wachstumsraten des Growscreens auch eine Funktion der Bewegung darstellen,
und diese Steigungen linear sind, kann man schließen, dass die Blattbewegung
innerhalb der Populationen systematisch im Tagesverlauf erfolgt. Die Blattbewe-
gung der A.thaliana T-DNA-Insertionsmutanten (TIPIP1;2, TEPIP1;2) scheint
ebenso systematisch im Tagesverlauf zu erfolgen. Es wurden zu drei verschiede-
nen Zeitpunkten desselben Tages (9.30, 11.30 und 13.30 Uhr) Aufnahmen ge-
macht. Zu diesem Zeitpunkt waren die Pflanzen 16 Tage alt. In Tab. 3.2 sind die
Steigungen der Abb. 3.5 zusammengefasst. Da keine vergleichenden Linealmes-
sungen gemacht werden konnten, kann fu¨r diese Pflanzen leider keine Aussagen
zum absoluten Fehler der Gesamtblattfla¨chenbestimmung gemacht werden. Aus
den linearen Steigungen la¨sst sich aber vermuten, dass auch A.thaliana eine sy-
stematische Blattbewegung zeigt. Im Verlauf des Vormittags liegen die Bla¨tter
der Rosette noch flach am Boden (siehe auch [Virnich, 2006]), zu Mittag und
am Nachmittag dagegen stellen sie ihre Bla¨tter steil auf, so dass die negati-
ven Zuwachsraten aus dieser Blattbewegung resultieren. In dieser Zeit scheinen
sich die beiden Insertionsmutanten gleich zu verhalten, anders als beim Tabak.
Doch um dies genauer zu pru¨fen, ha¨tten Linealmessungen durchgefu¨hrt, oder
die Bla¨tter eingescannt werden mu¨ssen.
Tabelle 3.2: A¨nderungen der Wachstumsraten im Tagesverlauf – Messungen um 9.30
Uhr, 11.30 Uhr, 13.30 Uhr. Die Wachstumsraten berechnen sich aus den Steigungen
(m) der Geraden aus Abb. 3.5. T-DNA-Insertionsmutanten (TIPIP1;2, TEPIP1;2) von
A.thaliana im Vergleich (n = 54).
Zuwachs- TIPIP1;2 TEPIP1;2
raten (2%/h)
zwischen 9.30 und 11.30 4% 1.8%
zwischen 11.30 und 13.30 -2% -1%
Signifikanz der ermittelten Unterschiede
Mit Hilfe einer ANCOVA (Analysis of Covariance) ist es mo¨glich zu u¨berpru¨fen,
ob sich Steigungen signifikant voneinander unterscheiden [Quinn and Keough,
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2002]. Im Folgenden wurde zum einen gepru¨ft, ob die Steigungen der mit ver-
schiedenen Methoden ermittelten Daten signifikant voneinander unterschiedlich
waren (Screeningmessung versus Linealmessung), zum anderen, ob die Steigun-
gen zwischen den verschiedenen Pflanzenlinien (innerhalb einer Messmethode)
unterschiedlich waren.
Die Wachstumsraten der Wildtyp- und RNAi-PIP2-Pflanzen unterschieden sich
signifikant in Abha¨ngigkeit der angewandten Messmethode: es ergab sich ein
p-Wert < 0.01 (α = 0.05, n = 54 fu¨r die Screeningmessung, n = 6 fu¨r die
Handmessung). Fu¨r die RNAi-PIP1-Pflanzen liess sich dies nicht nachweisen,
es ergab sich ein p-Wert > 0.05 (α = 0.05, n = 54 fu¨r die Screeningmessung,
n = 6 fu¨r die Handmessung). Allerdings la¨ßt sich ein signifikanter Unterschied
zwischen den Methoden auch nicht eindeutig ausschliessen, denn der Wert der
Sta¨rke des Testes liegt unterhalb des geforderten Wertes von 0.8; fu¨r die etwas
kleinere Differenz der Wachstumsraten (9.6 im Vergleich zu 11.6 und 13.8 bei
den Wildtyp- und RNAi-PIP2-Pflanzen) wa¨re eine gro¨ßere Anzahl Messungen
no¨tig gewesen. Die Sta¨rke eines Tests ist definiert als 1−β, wobei β der Fehler II
Art ist. Die Sta¨rke eines Tests wird beeinflusst von den Stichprobengro¨ßen, der
Anzahl der Gruppen, α, den Standardabweichungen der Proben und der Diffe-
renz der Gruppenmittelwerte und sollte zwischen 1 und 0.8 liegen. Die Sta¨rke
gibt die Wahrscheinlichkeit an, einen Fehler zu finden, wenn er tatsa¨chlich vor-
handen ist. Ist also der Wert der Sta¨rke sehr klein, ist die Wahrscheinlichkeit
einen Unterschied zwischen den Proben zu finden, ebenfalls sehr gering. Eine
Anzahl von 24, bzw. 25 Pflanzen reichte hier nicht aus, um einen Effekt nach-
zuweisen.
Die Wachstumsraten die u¨ber das Screeningverfahren ermittelt wurden, waren
zwischen den Pflanzen signifikant unterschiedlich (α = 0.05, n = 54): die Werte
der RNAi-PIP1 und RNAi-PIP2 Pflanzen unterschieden sich von den Wildty-
pen (p < 0.01, bzw. p < 0.05), aber nicht untereinander (p > 0.05).
Fu¨r die Linealmessungen ergaben sich zwischen den Pflanzen keine signifikanten
Unterschiede bezu¨glich der Wachstumsraten (α = 0.05, n = 6, p > 0.05); doch
auch hier war die Sta¨rke des Tests weit unterhalb des geforderten Wertes von
0.8. Ein Problem ist die kleine Stichprobenanzahl von sechs Pflanzen bei den
Linealmessungen. Bei solch kleinen Stichprobenanzahlen ist die Varianz sehr
groß. Doch ha¨tten nicht mehr Pflanzen per Lineal vermessen werden ko¨nnen,
da die Messung per Hand sonst la¨nger gedauert ha¨tte als die Screeningmessung
und sich somit das Zeitintervall der Messung vera¨ndert ha¨tte. So lassen sich
signifikante Unterschiede nicht nachweisen, aber auch nicht sicher ausschliessen.
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Abbildung 3.3: Vergleich der u¨ber verschiedene Methoden ermittelten BFges. von
N.tabacum. Gezeigt sind die Werte der verschiedenen transgenen Linien (RNAi-PIP1,
RNAi-PIP2) und des WT zu zwei Zeitpunkten desselben Tages (n = 54 fu¨r die Scree-
ningmessungen und n = 6 fu¨r die Linealmessungen). Die Pflanzen waren zum Zeit-
punkt der Messung 17 Tage alt.
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Abbildung 3.4: A¨nderungen der Wachstumsraten im Tagesverlauf – Messungen um
9 Uhr, 11 Uhr, 15 Uhr. Die Wachstumsraten berechnen sich aus den Steigungen (m)
der Geraden. Verschiedene Linien von N.tabacum (WT, RNAi-PIP1, RNAi-PIP2) im
Vergleich (n = 54).
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Abbildung 3.5: A¨nderungen der Wachstumsraten im Tagesverlauf – Messungen um
9.30, 11.30 und 13.30 Uhr. Die Wachstumsraten berechnen sich aus den Steigungen
(m) der Geraden. T-DNA-Insertionsmutanten von A.thaliana im Vergleich (TIPIP1;2,
TEPIP1;2, n = 54).
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3.3 Dynamik des Blattwachstums
Dieser Abschnitt bescha¨ftigt sich mit der Frage einer Beeinflussung der zeit-
lichen und ra¨umlichen Dynamik des Blattwachstums durch Aquaporine. Zwei
Modellsysteme standen hierbei zur Verfu¨gung: zum einen N.tabacum, Wildtyp
und zwei RNAi-Linien (RNAi-PIP1, RNAi-PIP2), zum anderen zwei T-DNA-
Insertionsmutanten (TIPIP1;2, TEPIP1;2) von A.thaliana O¨kotyp Col 0. Bei
den beiden Tabak RNAi-Linien war die Akkumulation der PIP1, bzw. PIP2
Proteine unterdru¨ckt. Bei den TEPIP1;2 Pflanzen war die Expression des At-
PIP1;2 ausgeschaltet (knock-out), im Gegensatz dazu wurde das Gen bei den
TIPIP1;2 T-DNA-Insertionsmutanten abgelesen und somit wurden diese Pflan-
zen als Kontrollen verwendet. Zuna¨chst wurde der zeitliche Verlauf des Wachs-
tums, von der Entfaltung der Kotyledonen bis zum Wachstumsstop der Bla¨tter,
bzw. zur Blu¨tenbildung, unter optimalen Wachstumsbedingungen ermittelt und
verglichen. Soweit dies mo¨glich war, wurde auch eine ra¨umliche Unterscheidung
des Blattwachstums nach Blattstockwerken vorgenommen.
3.3.1 N. tabacum – Wachstum unter Gewa¨chshausbedin-
gungen
Bei diesem Versuch sollte der gesamte zeitliche Verlauf des Blattwachstums er-
mittelt werden, also von der Entfaltung der Kotyledonen bis zum Erreichen der
Endblattfla¨che. Diese Endblattfla¨che ergibt sich aus der Kurvenanpassung (sie-
he unten). Es wurde daher sehr viel Platz fu¨r die Anzucht der Pflanzen beno¨tigt
und Wildtyp und RNAi-Pflanzen (RNAi-PIP1) im Gewa¨chshaus angezogen (sie-
he Kapitel 2).
Zeitlicher Verlauf des Blattwachstums
Das Wachstum der Tabakpflanzen wurde zuna¨chst mit Hilfe des Growscreens
verfolgt, bis die Pflanzen fu¨r diesen Versuchsaufbau zu groß waren. Anschlie-
ßend wurden die Bla¨tter bis zum Beginn der Blu¨tenbildung mit dem Lineal
vermessen. In Abb. 3.6 sind die Gesamtblattfla¨chen, sowie die relativen Wachs-
tumsraten (RGR) der transgenen Pflanzen (RNAi-PIP1) und des WT einander
gegenu¨bergestellt. Der Verlauf der Kurven in Bezug auf die beiden Parameter
BFges. und RGR ist a¨hnlich. Um zu pru¨fen, ob diese signifikant unterschiedlich
sind, wurden die Wachstumskurven der Blattfla¨chen gefittet. Dazu wurde eine
logistische Funktion der Form:
BFges(t) =
a
1 + e
−(t− t0)
b
(3.1)
verwendet, die eine spezielle Lo¨sung der oben genannten DGL 1.3 ist. Die
logistische Gleichung eignet sich insbesondere fu¨r symmetrisch-sigmoide Kur-
venverla¨ufe, bei diesen liegt der Wendepunkt der Funktion ungefa¨hr bei 50%
der Endblattfla¨che [Erickson, 1976,Bertalanffy, 1960]. Abb. 3.7 zeigt die ange-
passten Kurven und die Mittelwerte der Gesamtblattfla¨chen (von n=24, bzw.
n=25 Pflanzen). In Tab. 3.3 sind die gefitteten Parameter angegeben: a gibt die
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Endblattfla¨chen1 (in cm2) an, t0 die zeitliche Verschiebung der Kurven entlang
der t-Achse (in Tagen), b ist eine Gro¨ße, die im weiteren Sinne in die Wachstums-
geschwindigkeit eingeht. Neben den Werten sind die jeweiligen Standardfehler
angegeben.
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Abbildung 3.6: Zeitliche Entwicklung des Blattwachstums der transgenen Tabak-
pflanzen und des WT. WT (n = 24) und RNAi-Pflanzen (RNAi-PIP1, n = 25) wur-
den unter Gewa¨chshausbedingungen angezogen. Screeningdaten wurden bis zum 23.
Tag nach der Keimung aufgenommen, Linealmessungen anschließend bis zum 49. Tag.
Gezeigt sind die Entwicklungen der Gesamtblattfla¨chen (BFges) und relativen Wachs-
tumsraten RGR (MW ± SD).
Tabelle 3.3: Parameter der Kurvenanpassung fu¨r die Blattfla¨chenentwicklung von
N.tabacum unter Gewa¨chshausbedingungen. Vergleich des WT und der transgenen
Linie PIP1. Die verwendete Formel der Fitfunktion siehe Text: 3.1, angegeben sind
die Parameter ±SE.
Parameter WT RNAi-PIP1
a 2694.2521± 328.9489 6.8315± 54.7175
b 3.3789± 0.0777 3.4910± 0.1462
t0 39.2396± 0.1226 39.7212± 0.2391
Signifikanz der Ergebnisse
Um festzustellen, ob die Unterschiede sifgnifikant waren, betrachtetet man hier
die Konfidenzintervalle (CI) [Cumming and Finch, 2005], [Cumming et al.,
2007]. Das sogenannte Konfidenzintervall, auch Vertrauensintervall genannt,
schließt den Bereich um den gescha¨tzen Wert des Parameters ein, z.B. die
Punktscha¨tzung des Mittelwertes der Population, der mit zuvor festgelegter
Wahrscheinlichkeit die wahre Lage des Parameters trifft. Aus der gegenseitigen
Lage zweier Konfidenzintervalle, insbesondere aus deren Nicht-U¨berschneiden,
1Der Parameter a gibt die y-Koordinate der Asymptote des Grenzwertes der sigmoiden
Kurve an; also eine hypothetische Blattfla¨che, der sich die echte Blattfla¨che anna¨hert.
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Abbildung 3.7: Blattfla¨chenentwicklung der verschiedenen Tabakpflanzen (WT-,
PIP1-Pflanzen) unter Gewa¨chshausbedingungen. Verwendete Formel der logistischen
Fitfunktion siehe Text: Formel 3.1.
la¨ßt sich direkt die Signifikanz des Unterschiedes der entsprechenden Mittelwerte
ablesen. Scha¨tzt das Konfidenzintervall den Mittelwert der Population, dann ist
die Breite des Fehlers (w) rechts und links von der Punktscha¨tzung des Mittel-
wertes, gegeben durch w = t(n−1),C ∗SE, dabei bezeichnet C den Konfidenzlevel
(in der Regel 95%), n die Stichprobengro¨ße und SE den Standardfehler. Multipli-
ziert man also die Standardfehler noch mit einer Konstanten (w = t(n−1),C∗SE),
ergibt sich das Konfidenzintervall. Diese Konstante (t(n−1),C) ist der kritische
t-Wert, der mit n und C varriiert. Fu¨r die folgenden Abscha¨tzungen wurde
dieser kritische t-Wert fu¨r die entsprechenden n und C aus Tabellen entnom-
men (http://psydok.sulb.uni-saarland.de/volltexte/2004/268/html/tvert.htm).
Mit dieser Methode ist es mo¨glich eine Abscha¨tzung des p-Wertes vorzuneh-
men; es ist hingegen nicht mo¨glich, den exakten p-Wert zu bestimmen. Dies
ist jedoch auch nicht immer erforderlich. Meist ist von Interesse, ob ein Un-
terschied auf einem bestimmten Niveau signifkant ist, der genaue p-Wert spielt
dann keine Rolle. Liegt keine U¨berlappung der Konfidenzintervalle vor, so ist der
Unterschied signifikant. U¨berlappen die Konfidenzintervalle, so ha¨ngt es von der
Stichprobenanzahl (n) und dem Grad der U¨berlappung ab, ob eine Signifikanz
vorliegt oder nicht [Cumming and Finch, 2005], [Cumming et al., 2007]. Nur fu¨r
jene Fa¨lle wurde ein Test durchgefu¨hrt, in denen sich die Konfidenzintervalle
u¨berschnitten. In allen anderen Fa¨llen ergab eine Abscha¨tzung der U¨berschnei-
dungen der Konfidenzintervalle, p-Werte von zumindest 0.05 oder 0.01.
Betrachtet man die Werte der Parameter a, b und t0 und deren Konfidenzin-
tervalle, (kritischer t-Wert fu¨r n = 20 und C = 95% ist 2.086), so zeigte sich,
dass keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden ko¨nnen (siehe Abb.
3.8). Es wurde deswegen fu¨r jeden der Parameter noch ein t-Test durchgefu¨hrt
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(mit n = 24, bzw. 25, α = 0.05). Auch mit Hilfe des t-Tests liessen sich keine
signifikanten Unterschiede nachweisen: fu¨r die Endblattfla¨chen (a) ergab sich
ein p-Wert von 0.898 und ein Wert von 0.050 fu¨r die Sta¨rke (1 − β), fu¨r den
Parameter b ein p-Wert von 0.480 und ein Wert von 0.050 fu¨r die Sta¨rke, und
fu¨r die zeitliche Verschiebung (t0) ein p-Wert von 0.275 und ein Wert von 0.070
fu¨r die Sta¨rke des Tests.
Die Kurven der RNAi-PIP1 Pflanzen liegen unterhalb derjenigen der Wildtyp-
pflanzen, die Differenz der Verschiebung betra¨gt ca. einen halben Tag, d.h. es
ko¨nnte ein unterschiedlicher Startpunkt der Kurven vorliegen. Da die Sta¨rke des
Tests jedoch zu niedrig war und damit der β−Fehler zu hoch, konnte dies mit
dieser Stichprobenanzahl nicht signifikant nachgewiesen werden.
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Abbildung 3.8: 95 % Konfidenzintervalle (CIs) der Parameter a, b und t0, die aus
der Kurvenanpassung des Gewa¨chshausversuchs ermittelt wurden (siehe oben 3.3.1).
a.) Endblattfla¨chen (a) ±95% CIs, b.)Wachstumsdynamik (b) ±95% CIs, c.) zeitliche
Verschiebungen (t0) ±95% CIs
Unterschiede der Blattfla¨chen in Abha¨ngigkeit der Blattposition
Aus den Linealmessungen war es mo¨glich, den Zuwachs der Blattfla¨chen ein-
zelner Blattpositionen zu berechnen. Pflanzliche Aquaporine weisen ra¨umlich
und zeitlich unterschiedliche Expressionsmuster auf, deswegen schien es sinn-
voll, auch zwischen den einzelnen Blattpositionen zu unterscheiden. Mittels ei-
nes t-Tests wurde gepru¨ft, ob es signifikante Unterschiede bezu¨glich der Blatt-
fla¨chen zwischen den Pflanzen gab (α = 0.05, wenn p ≤ 0.05 signifikanter Unter-
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schied zwischen den Proben). In Abb. 3.9 sind die Gesamtblattfla¨chen (cm2) der
beiden untersuchten Blattpositionen (5,6, untere Blattpositionen) gezeigt. Ein
Zeitpunkt, der Beginn der Linealmessungen (28.Tag nach der Keimung) wurde
getestet. Die Fla¨chen des Blattes 5 sind zwischen dem WT und den RNAi-
PIP1-Pflanzen signifikant unterschiedlich (p ≤ 0.001), bei den Blattfla¨chen des
Blattes 6 ist ebenfalls zu Beginn der Linealmessungen ein signifikanter Unter-
schied (p = 0.007) nachzuweisen. Alle anderen Blattpositionen wurden ebenfalls
gestestet, doch war es dort nicht mo¨glich einen signifikanten Unterschied nach-
zuweisen, denn in diesen Fa¨llen lag die Sta¨rke des Tests unterhalb des beno¨tig-
ten Wertes von 0.8. Dies bedeutet zwar nicht unbedingt, dass es nicht doch
einen signifikanten Unterschied gibt, er ist aber mit dieser Anzahl Pflanzen
nicht nachweisbar. Zusammenfassend la¨sst sich sagen, dass es zu bestimmten
Entwicklungszeitpunkten zwischen den RNAi-PIP1-Pflanzen und dem WT Un-
terschiede in den Blattfla¨chen der verschiedenen Positionen gibt. Dieser Effekt
ist bei den unteren Blattpositionen 5 und 6 signifikant nachzuweisen fu¨r den 28.
Tag nach der Keimung. Bei den ho¨heren Blattpositionen ist der Effekt schwa¨cher
und mit dieser Stichprobengro¨ße nicht signifikant nachzuweisen.
3.3.2 N. tabacum – Wachstum unter Klimakammerbedin-
gungen
Im folgenden Versuch wurden im Anschluss an Wachstumsuntersuchungen mit
den gleichen Pflanzen noch Gaswechsel- und Fluoreszenzmessungen durchgefu¨hrt
(siehe Kapitel 3.4.1). Um fu¨r diese Untersuchungen eine bessere Kontrolle der
Umweltbedingungen zu gewa¨hrleisten, wurden die Pflanzen in einer Klimakam-
mer angezogen und deren Wachstumsverhalten unter diesen Bedingungen eben-
falls analysiert. Zusa¨tzlich zu den RNAi-PIP1-Pflanzen standen nun auch RNAi-
PIP2-Pflanzen zur Verfu¨gung.
Zeitliche Entwicklung der Blattfla¨chen
Vom fu¨nften Tag nach der Keimung bis zum 18. Tag wurde das Blattwachstum
mit Hilfe des Screeningsystems verfolgt und anschließend die Photosynthese der
Pflanzen u¨ber ca. 14 Tage verfolgt. In Abb. 3.10 ist die Blattfla¨chenentwicklung
der transgenen Pflanzen (RNAi-PIP1, RNAi-PIP2) und des WT dargestellt.
Die Dynamik der Gesamtblattfla¨chenentwicklung scheint wieder a¨hnlich fu¨r die
transgenen Linien und den WT zu sein. Die Kurven der RNAi-PIP1- und RNAi-
PIP2- Pflanzen liegen nah beieinander, aber etwas unterhalb derjenigen des WT.
Um den Kurvenverlauf genauer analysieren zu ko¨nnen, wurden wieder Funktio-
nen angefittet. Da die Endblattfla¨chen in diesem Versuch nicht bestimmt werden
konnten, war es nicht mo¨glich, einen sigmoiden Verlauf anzupassen. Deswegen
musste eine exponentielle Anpassung der Kurven vorgenommen werden. Da vor
allem ermittelt werden sollte, ob es auch unter diesen Wachstumsbedingungen
eine zeitliche Verschiebung zwischen den Kurven der Transgenen und des WT
gibt, wurde folgende exponentielle Funktion fu¨r den WT verwendet:
BFges(t) = a ∗ e(bt) (3.2)
und folgende Funktion fu¨r die transgenen Pflanzen:
BFges(t) = a ∗ eb(t− t0) (3.3)
40
Tage nach der Keimung
26 28 30 32 34 36 38 40
B
F
 g
e
s.
 [
cm
2 ]
10
15
20
25
30
35
40
RNAi-PIP 1
WT
A. Blatt 5
Tage nach der Keimung
26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
B
F
 g
es
. [
cm
2
]
0
20
40
60
80
100
RNAi-PIP1
WT
B. Blatt 6
Abbildung 3.9: Gezeigt sind Unterschiede der Blattfla¨chen in Abha¨ngigkeit von den
Blattpositionen (5, 6). Vergleich des WT (N.tabacum) und der transgenen RNAi-PIP1-
Pflanzen (n=24; MW ± SE).
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Abbildung 3.10: Blattfla¨chenentwicklung der verschiedenen Tabaklinien (WT, RNAi-
PIP1, RNAi-PIP2) unter optimalen Wachstumsbedingungen in der Klimakammer. Die
Anpassung der Kurven erfolgte mit Hilfe der Formeln 3.2 und 3.3, siehe Text. Pro
Pflanzenlinie und Zeitpunkt wurden 54 Pflanzen gemessen (n = 54).
a steht in den obigen Gleichungen fu¨r den Startwert der Funktion, b ha¨ngt
mit der Wachstumsgeschwindigkeit zusammen und t0 gibt die zeitliche Verschie-
bung (in Tagen) der Kurven der transgenen Pflanzen in Bezug zum Wildtypen
an. Fu¨r den Wildtyp ist t0 dann 0, da der Wildtyp sich selbst gegenu¨ber als nicht
verschoben angenommen wird, daher die scheinbar verschiedenen Gleichungen.
Weiterhin wurde die Annahme gemacht, dass die Endblattfla¨che der transgenen
und Wildtyp Pflanzen gleich ist. Im vorhergehenden Versuch unterschieden sich
die Endblattgro¨ßen der Wildtyp und transgenen Pflanzen (RNAi-PIP1) nicht
voneinander. In Tab. 3.4 sind die ermittelten Werte der Parameter zusammen-
gefasst und in Abb. 3.11 die Parameter mit ihren 99% Konfidenzintervallen
dargestellt (kritischer t-Wert fu¨r n = 50 und C = 99% ist 2.678). Zwischen
den transgenen Pflanzen auf der einen Seite und den Wildtyp Pflanzen auf der
anderen Seite gibt es einen signifikanten Unterschied bezu¨glich des Parameters b
(p-Wert < 0.01), und ebenso in Hinblick auf den Parameter t0 (p-Wert < 0.01)
wie man aus den Konfidenzintervallen schliessen kann.
Dies bedeutet, dass die Kurven der transgenen Pflanzen gegenu¨ber dem WT
signifikant verschoben sind (um ca. 1-2 Tage, Differenz der t0-Werte, p-Wert <
0.01). Der Parameter b der transgenen Pflanzen unterscheiden sich zwar signi-
fikant von denen der Wildtyppflanzen, dies wirkt sich jedoch nicht spu¨rbar auf
den Kurvenverlauf aus: die Kurven der transgenen Pflanzen verlaufen wa¨hrend
der betrachteten Wachstumsphase unterhalb derer der WT und nicht daru¨ber,
d.h. die Verschiebung wirkt sich sta¨rker aus.
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Tabelle 3.4: Parameter der Kurvenanpassung fu¨r die Blattfla¨chenentwicklung von
N.tabacum. Vergleich des WT und der beiden transgenen Linien (RNAi-PIP1, RNAi-
PIP2). Die verwendeten Formeln 3.2 und 3.3 finden sich im Text, angegeben sind die
Parameter ±SE.
Parameter WT RNAi-PIP1 RNAi-PIP2
a 0.0199± 0.0010 0.0199 0.0199
b 0.3781± 0.0029 0.4014± 0.0045 0.4090± 0.0038
t0 - 1.8576± 0.1646 2.2880± 0.1334
b
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Abbildung 3.11: 95 % Konfidenzintervalle (CIs) der Parameter b und t0, die aus der
Kurvenanpassung des Klimakammerversuchs ermittelt wurden (siehe oben 3.3.2). a.)
Wachstumsdynamik (b) ±99% CIs, b.) zeitliche Verschiebungen (t0) ±99% CIs
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3.3.3 DISP-Messungen an Tabakbla¨ttern
Neben der Analyse der Gesamtblattfla¨chenentwicklung wurden auch Einzel-
blattmessungen an WT-, und RNAi-PIP1-Pflanzen mittels der DISP-Methode
durchgefu¨hrt, um Tagesga¨nge des Wachstums vergleichen zu ko¨nnen. In der
Regel wurde das Wachstum eines Blattes u¨ber 48 Stunden verfolgt. In einem
weiteren Versuchansatz wurden die Pflanzen einem 30 minu¨tigen Lichtwechsel
u¨ber 12 Stunden ausgesetzt.
In Abb. 3.12 und Abb. 3.13 sind exemplarisch mehrere Tagesga¨nge dargestellt.
Aufgetragen sind zum einen die relativen Wachstumsraten (RGR) in %/h, also
die Stundenmittelwerte, zum anderen die normierten Werte der RGR, also die
RGR als % vom Tagesdurchschnitt. In letzterem Falle wurden jeweils zwei Tage
gemittelt. Die Pflanzen wurden vor der eigentlichen Messung erst einige Stunden
an den Aufbau adaptiert, bevor die eigentliche Messung gestartet wurde. Auf
den ersten Blick sieht man die gro¨ßten Unterschiede der RGR am Wechsel der
Licht-, und Dunkelphase und entsprechend der Dunkel-, und Lichtphase, wenn
die Stomata o¨ffnen, bzw. schließen. Ungefa¨hr in der Mitte der Lichtphase gibt es
eine Phase sta¨rkeren Wachstums. Die Lage und Ho¨he der Maxima und Minima
variieren z.T. erheblich zwischen den Pflanzen: nicht nur zwischen den Pflan-
zen der beiden Linien, sondern auch innerhalb derselben Linie und des gleichen
Blattstockwerks. In Abb. 3.12 (a) sieht man dies sehr deutlich: wa¨hrend der er-
sten Dunkelphase reagieren WT und RNAi-PIP1-Pflanzen gleich, die RGR fa¨llt
zuna¨chst ab und steigt dann zum Ende der Dunkelphase an. In der nachfol-
genden Lichtphase erreicht die RGR beider Pflanzen ein Maximum, fa¨llt dann
wieder ab und ungefa¨hr in der Mitte der Lichtphase gibt es erneut ein, etwas klei-
neres, Maximum. In der zweiten Dunkelphase jedoch reagieren beide Pflanzen
etwas unterschiedlich; zur Mitte der Dunklephase steigt die Kurve der RNAi-
PIP1-Pflanze sta¨rker und schneller an, die RGR des WT fa¨llt sta¨rker ab und
steigt am Lichtwechsel weniger stark an. So zeigen sich beim WT und RNAi-
PIP1-Pflanze ein unterschiedliches Verhalten zur ersten Dunkelphase. Normiert
man die Werte auf das Tagesmittel (Abb. 3.12 (b)), so zeigt sich vor allem in
der zweiten Ha¨lfte der Dunkelphase ein Unterschied, daneben deutet sich eine
Verschiebung des zweiten, kleineren Maximums wa¨hrend der Lichtphase zwi-
schen WT und RNAi-PIP1-Pflanze an. Betrachtet man dagegen Abb. 3.13 (a),
so zeigt sich ebenfalls erst in der zweiten Dunklephase ein Unterschied zwischen
den Pflanzen; die RGR des WT steigt dabei steiler und gleichma¨ßiger an, als die
der RNAi-PIP1-Pflanze. Betrachtet man die normierten Werte (Abb. 3.13, (b)),
so fa¨llt auf, dass die Werte kontra¨r zu der vorherigen Messung sind: wa¨hrend
der Dunkelphase sind die Werte des WT gro¨ßer als die der RNAi-PIP1-Pflanze.
Wie man sieht, mu¨ssen entsprechend viele Wiederholungen gemacht werden,
um die individuelle Unterschiede herauszumitteln. Es fa¨llt jedoch auf, dass Un-
terschiede vor allem im Bereich der Lichtwechsel und wa¨hrend der Nacht am
ausgepra¨gtesten zu finden sein du¨rften.
Bei der Auswertung sollten also insbesondere die Wechsel zwischen Licht- und
Dunkelphase (und umgekehrt) betrachtet werden. In diesen Bereichen der Kur-
ven sind die Vera¨nderungen der RGR am gro¨ßten und der Peak an diesen
U¨berga¨ngen resultiert aus dem O¨ffnen, bzw. Schließen der Stomata. Gerade die
RNAi-PIP1-Pflanzen scheinen z.T. recht starke Abfa¨lle bis weit in den negativen
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Bereich zu haben. Untersuchungen an a¨hnlichen Pflanzen, NtAQP1 antisense-
Tabakpflanzen, zeigten außerdem Oszillationen der Stomatabewegung [Uehlein
et al., 2003]. Sollte es Unterschiede im Tagesgang des Wachstums zwischen den
Pflanzen geben, sind sie in den Bereichen der Lichtwechsel vielleicht am deut-
lichsten. Aus diesem Grund sollten die Ho¨hen der Amplituden im Bereich der
Lichtwechsel miteinander verglichen werden. Voraussetzung hierfu¨r sind jedoch
genaue Bestimmungen der Maxima und Minima an diesen Stellen. Dies stellte
jedoch ein Problem dar, denn gerade an den Stellen der ho¨chsten, bzw. nied-
rigsten Zuwachsraten, gab es Spru¨nge in den Sequenzen, d.h. an diesen Stellen
war es nicht mo¨glich die Parameter so zu optimieren, dass der Rang gleich zwei
wurde. Egal welche Filter benutzt wurden (7 x 7 x 7, oder 7 x 7 x 2), oder welche
zeitliche Auflo¨sung bei der Bildaufnahme (2 min, 1 min oder 30 sec) verwendet
wurde, der Rang war an vielen dieser Stellen gleich drei, d.h. an dieser Stelle
liefert der Algorithmus keine Information. So wurde zu diesem Zeitpunkt auf
eine weitere Auswertung der Daten verzichtet.
In einem etwas anderen Versuchsansatz wurde die A¨nderung der Wachstums-
raten in Abha¨ngigkeit eines Licht-, Dunkelrhytmus von 30 min u¨ber 12 Stun-
den gemessen, da die interessantesten Unterschiede zwischen WT und PIP1 in
Lichtwechselsituationen vermutet wurden. In Abb. 3.14 ist das Ergebnis dieser
Messungen fu¨r WT-, und RNAi-PIP1-Pflanze gezeigt. Vergleicht man die beiden
Kurven miteinander, sind die Amplituden der Kurven sehr unterschiedlich: die
der transgenen Pflanze sind u¨ber den gesamten Messzeitraum sehr viel ho¨her als
die des WT. Zum Ende der 12 Stunden sind die Amplituden des WT so flach,
dass kaum mehr ein Unterschied zwischen Hell-, und Dunkelphase erkannt wer-
den kann. Da dieser Versuch nur an je einer Pflanze durchgefu¨hrt wurde, kann
nicht mit Sicherheit geschlossen werden, dass Pflanzen der RNAi-PIP1-Linie
immer sta¨rker reagieren als die WT-Pflanzen: vielleicht war gerade diese WT-
Pflanze in der Entwicklung etwas weiter und deswegen fallen die A¨nderungen
schwa¨cher aus. Jedoch la¨sst sich erkennen, dass beide Pflanzen a¨hnlich reagie-
ren, also ihre Stomata im Licht-, Dunkelrhytmus o¨ffnen und schließen, aber
vielleicht mit einer anderen Amplitude. Die RNAi-PIP1-Pflanzen zeigen even-
tuell eine sta¨rkere Reaktion gegenu¨ber dem Lichtwechsel. Dies ha¨tte mit einer
gro¨ßeren Anzahl Messungen u¨berpru¨ft werden mu¨ssen, doch ergaben sich auch
hier die gleichen Schwierigkeiten bei der Analyse der Sequenzen wie oben und
es wurde deswegen auf weitere Messungen verzichtet.
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Abbildung 3.12: Tagesgang der relativen Wachstumsrate (RGR) von vier Wochen
alten N.tabacum-Pflanzen: WT und transgene Pflanzen (RNAi-PIP1) im Vergleich,
Sequenz vom 15. - 17. August. Die Pflanzen wurden im Gewa¨chshaus angezogen. Die
RGR wurde mittels DISP-Methode bestimmt. a.) zeigt die RGR in %/h, b.) zeigt die
normierten Werte der RGR in % vom Tagesdurchschnitt; n=1, jeweils 2 Tage gemittelt.
46
Nacht Tag
Zeit [h]
  8:00   20:00   8:00   20:00   8:00
R
G
R
 [
%
/h
]
-1
0
1
2
3
4
5
WT
RNAi-PIP1
(a) Tagesgang des Wachstums (Stundenmittelwerte der RGR), Sequenz
vom 5.09.05 - 7.09.05
NachtTag
Zeit [h]
  8:00   12:00   16:00   20:00   0:00   4:00   8:00
R
G
R
no
rm
 [
%
 d
es
 T
ag
es
du
rc
hs
ch
ni
tt
]
-50
0
50
100
150
200
250
300
350
WT
RNAi-PIP1
(b) Tagesgang des Wachstums (normierte Werte der RGR), Sequenz vom
5.09.05 - 7.09.05
Abbildung 3.13: Tagesgang der relativen Wachstumsrate (RGR) von vier Wochen
alten N.tabacum-Pflanzen: WT und transgene Pflanzen (RNAi-PIP1) im Vergleich,
Sequenz vom 5. - 7. September. Die Pflanzen wurden im Gewa¨chshaus angezogen. Die
RGR wurde mittels DISP-Methode bestimmt. a.) zeigt die RGR in %/h, b.) zeigt die
normierten Werte der RGR in % vom Tagesdurchschnitt; n=1, jeweils 2 Tage gemittelt.
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Abbildung 3.14: Einzelblattmessung von N.tabacum: WT und transgene Pflanzen
(PIP1) im Vergleich. Wa¨hrend einer Phase von 12 Stunden wurde im 30 Minuten
Rhytmus das Licht an-, oder ausgeschaltet. Hell unterlegt sind die Lichtphasen. Ge-
messen wurde Blattposition 12 von vier Wochen alten Pflanzen (n = 1).
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3.3.4 A.thaliana - Wachstumsverhalten der T-DNA In-
sertionsmutanten
Die Entwicklung der Blattfla¨chen derA.thaliana-Insertionsmutanten wurde u¨ber
mehrere Wochen, von der Entfaltung der Kotyledonen (zweiter Tag nach der
Keimung) bis zur Entwicklung der Blu¨ten (71. Tag nach der Keimung), verfolgt.
Zuna¨chst wurde das Wachstum mit Hilfe des Growscreens gemessen. Nachdem
die Pflanzen fu¨r diesen Versuchsaufbau zu groß waren (nach dem 37. Tag nach
der Keimung), wurde der Spross eines Teils der Pflanzen (n = 10− 20) geerntet
und die Blattfla¨chen eingescannt. Um die Kurven der Gesamtblattfla¨chenent-
wicklung miteinander vergleichen zu ko¨nnen, wurde auch in diesem Fall eine
Kurvenanpassung vorgenommen.
Dazu wurde wiederum eine logistische Funktion der Form (identisch mit
Gleichung 3.1 in Kapitel 3.3.1):
BFges(t) =
a
1 + e
−(t− t0)
b
verwendet, die eine spezielle Lo¨sung der oben genannten DGL 1.3 ist. Abb.
3.15 zeigt die angepassten Kurven und die Messpunkte der Gesamtblattfla¨chen.
In Tab. 3.5 sind die Parameter der gefitteten Kurven angegeben: a gibt wie-
der die Endblattfla¨chen (in cm2) an, t0 die zeitliche Verschiebung (in Tagen)
der Kurven entlang der t-Achse, b ist eine Gro¨ße, die im weiteren Sinne in die
Wachstumsgeschwindigkeit eingeht. Neben den Werten sind die jeweiligen Stan-
dardfehler angegeben. Aus den Konfidenzintervallen der Parameter, siehe Abb.
3.16 ist ersichtlich, dass die Endblattfla¨chen (a) der beiden Insertionmutanten
sich nicht signifikant voneinander unterscheiden (kritischer t-Wert fu¨r n = 20
und C = 95% ist 2.086). Jedoch gibt es eine signifikante zeitliche Verschiebung
(t0) zwischen den Kurven (kritischer t-Wert fu¨r n = 20 und C = 99% ist 2.845,
p-Wert < 0.01) von ca. einem halben bis einem Tag. Ebenso unterscheiden die
Kurven sich signifikant in dem Parameter b voneinander (kritischer t-Wert fu¨r
n = 20 und C = 95% ist 2.845, p-Wert < 0.05), dieser Unterschied ist jedoch
weniger ausgepra¨gt als die Verschiebung. Betrachtet man Abb. 3.15, so sind die
Kurven in ihrem Verlauf sehr a¨hnlich, jedoch ist erkennbar, dass die Steigung der
Kurve der Insertionsmutanten TIPIP1;2 ein klein wenig steiler ausfa¨llt. Dies be-
deutet, dass diese Pflanzen eine ein wenig schnellere Wachstumsgeschwindigkeit
am Anfang besitzen. Im Laufe der Zeit, steigt die Wachstumsgeschwindigkeit
der TEPIP1;2 Insertionsmutanten an, so dass am Ende des Versuchszeitraums
die gleiche Endblattfla¨che erreicht wird.
3.3.5 Relativer Wassergehalt der
Arabidopsis T-DNA-Insertionsmutanten
Exemplarisch fu¨r einen Zeitpunkt - den 57. Tag nach der Keimung - wurden die
relativen Wassergehalte der Bla¨tter der beiden Insertionmutaten von A.thaliana
aus den Frisch- und Trockengewichten bestimmt. Mit Hilfe einer 1-Weg ANO-
VA (α=0.05, n=20), wurde gepru¨ft, ob es zwischen den Bla¨ttern der Insertions-
mutanten Unterschiede bezu¨glich des relativen Wassergehaltes gab. Ein signifi-
kanter Unterschied zwischen den relativen Wassergehalten der Pflanzen konnte
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Abbildung 3.15: Blattfla¨chenentwicklung der T-DNA-Insertionsmutaten, TIPIP1;2
und TEPIP1;2, von A.thaliana. n = 54, bzw. n = 10, n = 20 (ab dem 37. Tag nach
der Keimung). Verwendete Fitfunktion siehe oben im Text.
Tabelle 3.5: Parameter der logistischen Kurvenanpassung der Blattfla¨chenentwick-
lung. Vergleich der Parameter von A.thaliana T-DNA-Insertionsmutanten TIPIP1;2
und TEPIP1;2.
Parameter TIPIP1;2 TEPIP1;2
a 198.4557± 0.9429 198.4178± 1.2228
b 5.7357± 0.0916 6.1133± 0.1179
t0 49.4947± 0.1191 50.3816± 0.1578
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Abbildung 3.16: Blattfla¨chenentwicklung der T-DNA-Insertionsmutanten von
A.thaliana: Konfidenzintervalle (CIs) der Parameter a, b und t0, die aus der Kur-
venanpassung ermittelt wurden (siehe oben). a.) Endblattfla¨chen (a) ±95% CIs,
b.)Wachstumsdynamik (b) ±95% CIs, c.) zeitliche Verschiebungen (t0) ±99% CIs
nicht nachgewiesen werden: p ≤ 0.079, Sta¨rke des Tests ≤ 0.8. Die Mittelwerte
der Wassergehalte liegen sehr nahe beieinander: 92.79 ± 0.15 (TIPIP1;2) und
92.78 ± 0.07 (TEPIP1;2). Hinzu kommt, dass die Sta¨rke des Tests unterhalb
des geforderten Wertes von 0.8 liegt, d.h. es kann letztlich nicht ausgeschlossen
werden, dass der Wassergehalt der Pflanzen zu diesem Zeitpunkt doch unter-
schiedlich ist. Um dies entscheiden zu ko¨nnen, ha¨tten die Stichprobengro¨ßen
stark erho¨ht werden mu¨ssen (50-60 Pflanzen), damit der Test gegebenenfalls
statistisch signifikant wird.
3.4 Photosynthesemessungen
Das Aquaporin NtAQP1 aus N.tabacum erho¨ht die CO2-Leitfa¨higkeit der Mem-
bran in Xenopus Oozyten [Uehlein et al., 2003], weiterhin gibt es Hinweise,
dass die Expression dieses Aquaporins die CO2-Leitfa¨higkeit des Mesophylls
(gm) vera¨ndern kann [Flexas et al., 2006]. Der Mechanismus der Stomatabe-
wegung wird ebenfalls beeinflusst von der Expression dieses Gens; bei antisen-
se NtAQP1 Pflanzen traten Oszillationen der stomata¨ren O¨ffnungsweite nach
der lichtinduzierten O¨ffnung der Stomata auf [Uehlein et al., 2003]. Sowohl die
Mesophyll-Leitfa¨higkeit, als auch die stomata¨ren O¨ffnungsweiten ko¨nnen die
Photosyntheseraten beeinflussen und somit auch einen Einfluss auf das Wachs-
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tum ausu¨ben. Aus diesem Grund wurden im Anschluss an die Wachstumsana-
lysen (siehe Kapitel 3.3.2) mit den gleichen Pflanzen auch Photosynthesemes-
sungen durchgefu¨hrt.
3.4.1 Gaswechsel
Lichtkurven
In Abb. 3.17 ist fu¨r Blattposition 7 (eine der unteren Blattpositionen) die Reak-
tion der Netto-Photosyntheserate auf eine Erho¨hung der Lichtintensita¨t gezeigt.
Es wurden jeweils Mittelwerte von vier Pflanzen gebildet. Eine Anpassung der
Daten wurde mit einer nichtlinearen Funktion, der Mitscherlich Gleichung [Pot-
vin et al., 1990], vorgenommen:
A = Amax ∗ [1− e−Aqe ∗ (PPF − LCP )] (3.4)
dabei bezeichnet Amax, die maximale, lichtgesa¨ttigte Photosyntheserate, Aqe
den linearen Anstieg zu Beginn der Kurve, LCP den Lichtkompensationspunkt
und PPF den photosynthetischen Photonenfluss. In Tab. 3.6 sind die Ergebnisse
der Kurvenanpassung zusammengefasst. Die maximale lichtgesa¨ttigte Photosyn-
theserate: Amax ist bei den Wildtyppflanzen geringfu¨gig gro¨ßer (42.8± 0.5) als
bei den transgenen Linien (RNAi-PIP1, RNAi-PIP2; 40.6± 0.6, bzw. 41± 0.6),
doch ist dieser Unterschied nicht signifikant. Die Steigungen der Kurven (Aqe)
und die Werte der Lichtkompensationspunkte (LCP ) unterscheiden sich zwi-
schen den Tabaklinien nicht.
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Abbildung 3.17: Lichtkurven der verschiedenen Tabaklinien (RNAi-PIP1, RNAi-
PIP2, WT). Es wurde die siebte Blattposition gemessen (MW, n=6). Die Formel
der verwendete Fitfunktion, Formel 3.4, findet sich im Text. Die Pflanzen waren zum
Zeitpunkt der Messung zwischen 25 und 30 Tage alt.
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Tabelle 3.6: Parameter der Kurvenanpassung fu¨r die Lichtkurven von N.tabacum.
Vergleich des WT und der beiden transgenen Linien (RNAi-PIP1, RNAi-PIP2). Die
verwendete Formel, Formel 3.4, findet sich im Text. Angegeben sind die Parameter
±SE, n=6.
Parameter WT RNAi-PIP1 RNAi-PIP2
Amax 42.8± 0.5 40.6± 0.6 41± 0.6
Aqe 0.0023± 0.0001 0.0024± 0.0001 0.0024± 0.0001
LCP 29.4± 2.36 28.5± 2.94 25.7± 2.85
A/Ci Kurven
Nach dem Modell von Farquhar et al. [Farquhar et al., 1980, von Caemmerer,
2000] sind die Carboxylierungsraten durch einen der drei, bzw. zwei, Prozesse
limitiert (nicht immer ist eine Limitierung durch (iii) gegeben):
(i) die Menge, Aktivita¨t und Kinetik der Rubisco (Wc)
(ii) die Regenerationsrate des Ribulose-1,5-bisphosphat (Wj)
(iii) die Triosephosphat Verfu¨gbarkeit (Wp)
In der zusammenfassenden Formel dieser drei bzw. zwei Phasen limitiert das
jeweilige Minimum der Faktoren die CO2-Assimilation. Durch eine Anpassung
dieser Phasen lassen sich biochemisch-kinetische Schlu¨sselvariablen der Photo-
syntheseraten bestimmen: Vc,max (maximale Carboxylierungsrate der Rubisco),
Jmax (lichtgesa¨ttigte Elektronentransportrate), VTPU (Verfu¨gbarkeit von inor-
ganischem Phosphat fu¨r den Calvin-Cyclus).
In dieser Arbeit wurden fu¨r verschiedene Blattstockwerke (7 und 9-10), die
A¨nderungen der Netto-Photosyntheseraten (AN ) in Abha¨ngigkeit von den in-
ternen CO2-Konzentrationen (Ci) aufgenommen. In Abb. 3.18 sind diese A/Ci-
Kurven dargestellt. Bei Blattposition 7 unterscheiden sich die AN -Werte zwi-
schen den Wildtyppflanzen auf der einen, und den transgenen Linien auf der
anderen Seite deutlich voneinander. Die Wildtyppflanzen erreichen u¨ber den
gesamten Messbereich deutlich geringere AN -Werte als die transgenen Linien,
deren Werte untereinander sehr a¨hnlich sind. Die ho¨chsten AN -Werte zeigten
die RNAi-PIP1-Pflanzen. Bei den ho¨heren Blattpositionen, 9 und 10, ist dieser
Unterschied nicht mehr zu sehen. Die Messwerte der drei Tabaklinien liegen
hier dichter beisammen. Die Wildtyp Pflanzen weisen die niedrigsten AN -Werte
auf. Die AN -Werte der RNAi-PIP1-Pflanzen weisen im Bereich der niedrigeren
Ci-Konzentrationen (erste fu¨nf Messpunkte, Ci von 50-200 CO2 mol−1) einen
steileren Anstieg als die der RNAi-PIP2-Pflanzen auf. Aus diesem Grund liegen
die Werte der RNAi-PIP1-Pflanzen im vorderen Bereich zwar unterhalb der-
jenigen der RNAi-PIP2-Pflanzen, im Bereich der ho¨heren Ci-Konzentrationen
(ab 400 CO2 mol−1) jedoch u¨ber diesen. Vergleicht man die AN -Werte der
drei Tabaklinien miteinander, so fallen bei Blattposition 7 die Werte im hin-
teren Bereich deutlich ab; bei den Blattpositionen 9-10 dagegen ist dies nur
fu¨r die RNAi-PIP2-Pflanzen zu beobachten. Auffa¨llig ist, dass die Daten der
RNAi-PIP2-Pflanzen sehr viel breiter streuen, wie man in Abb. 3.18 sehen kann
53
(fu¨r beide Blattpositionen). Die Reaktion der individuellen RNAi-PIP2-Pflanzen
fa¨llt sehr unterschiedlich aus, dies sieht man sehr deutlich in Abb. C.1 im An-
hang C, dort wurden die Werte der einzelnen Pflanzen dargestellt.
Fu¨r diese Messungen wurde versucht Kurvenanpassungen nach dem Modell
von Farquhar et al. [Farquhar et al., 1980] (mit Hilfe des Programms Photosyn
Assistant, 1.1, Dundee Scientific) vorzunehmen. In Tabelle 3.7 sind fu¨r bei-
de Blattpositionen die Schlu¨sselparameter samt Fehlern (±SE) angegeben. Der
Wert fu¨r VTPU fehlt bei den RNAi-PIP1, und WT-Pflanzen, da bei diesen Pflan-
zen kein Abfall der Kurven beobachtet werden konnte. Vergleicht man die Werte
der Blattpositionen 7 zwischen den Pflanzen, so sind die Standardfehler rela-
tiv klein und die Differenzen zwischen den Werten relativ groß. Die Differenzen
der Werte fu¨r die Blattpositionen 9-10 liegen enger beieinander, doch auch dort
sind die Standardfehler, die das Programm ausgibt relativ klein. Doch trotz der
kleinen Standardfehler, sind die Kurvenanpassungen problematisch. Die Anpas-
sungen verhalten sich sehr empfindlich gegenu¨ber den Startwerten und es gibt
bei kleinen A¨nderungen der Startwerte dramatische A¨nderungen in den Werten
v.a. von Vc,max, so z.B. fu¨r die RNAi-PIP2-Pflanzen fu¨r Blattposition 9-10: in
diesem Fall wurden Startwerte fu¨r Rd, Vc,max, Jmax und VTPU gescha¨tzt und
in dem Programm eingegeben. Folgende Werte ergeben sich:
Startwerte (-4, 42, 64, 5) (-4, 43, 64, 5) (-3.02, 119, 114, 4.11)
Rd = -3.90 Rd = -3.02 Rd = -2.78
Vc,max = 49.5 Vc,max= 119.0 Vc,max= 81.3
Jmax =119 Jmax = 114 Jmax = 119
VTPU = 4.95 VTPU = 4.11 VTPU = 4.90
Die A/Ci-Kurven Regressionsanalyse erfordert eine gute a priori Abscha¨tzung
der Ci-Werte, an welchen sich die Schnittpunkte zwischen den verschiedenen
Kurvenanteilen befinden [Long and Bernacchi, 2003,Manter and Kerrigan, 2004].
Diese Abscha¨tzung war hier nicht immer gut, deswegen verhalten sich die Kur-
ven so empfindlich gegenu¨ber den Startwerten. Weiterhin fliessen in das Model
viele Annahmen ein; wenige der Parameter die beno¨tigt werden, um Rd, Vc,max,
Jmax und VTPU zu bestimmen, wurden gemessen und nicht immer mu¨ssen die
Annahmen zutreffen. Aus diesen Gru¨nden wird im Folgenden darauf verzichtet,
mit den bestimmten Werten fu¨r Rd, Vc,max, Jmax und VTPU zu argumentieren.
Bei der Anpassung von Lichtkurven und A/Ci-Kurven ist noch anzumerken,
dass es neue mathematische Verfahren gibt (non-linear mixed models) die ei-
ne genauere Fehlerabscha¨tzung bieten, als das Verfahren, dass bei diesem Pro-
gramm (Photosyn Assistant, 1.1, Dundee Scientific) angeboten wird [Peek et al.,
2002].
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Tabelle 3.7: Parameter der Kurvenanpassung fu¨r die Parameter der Kurvenanpassung
von N.tabacum. Vergleich des WT und der beiden transgenen Linien (RNAi-PIP1,
RNAi-PIP2). Angegeben sind die Parameter ±SE; n=4 fu¨r Blattposition 7, n=6 fu¨r
Blattposition 9-10.
Blattpos. 7 WT RNAi-PIP1 RNAi-PIP2
Rd −2.6± 0.1 −4.6± 0.2 −3.9± 0.3
Vc,max 38.1± 0.6 56.2± 1.7 49.5± 2.0
Jmax 88.7± 1.4 131± 4.4 119± 4.7
VTPU 4.1± 0.1 4.9± 0.1 4.95± 0.1
Blattpos. 9-10 WT RNAi-PIP1 RNAi-PIP2
Rd −2.2± 0.2 −2.3± 0.4 −1.67± 0.3
Vc,max 46.4± 2.1 53.3± 3.2 89.6± 3.6
Jmax 103± 2.3 121± 4.2 119± 4.5
VTPU −− −− 4.1± 1
Stomata¨re Leitfa¨higkeiten
Betrachtet man die stomata¨ren Leitfa¨higkeiten (gs) in Abha¨ngigkeit von den
Netto-Photosyntheseraten, so zeigt sich fu¨r Blattposition 7 ein deutlicher Un-
terschied zwischen den Wildtypen und transgenen Linien (Abb. 3.19). Der WT
weist die niedrigsten gs-Werte auf, die RNAi-PIP1-Pflanzen die ho¨chsten. U¨ber
den gesamten Messbereich hinweg sind die Messwerte der Wildtypen ihm Rah-
men der Fehlergenauigkeit nicht gleich mit denen der beiden transgenen Linien.
Die Werte der transgenen Linien dagegen stimmen u¨berein. Fu¨r Blattposition
9-10 ergibt sich fu¨r den unteren Messbereich der Kurven (erste sechs Messwerte:
Ci-Werte von 50-400 µmol CO2 mol−1) ein a¨hnliches Bild: die Wildtyppflan-
zen haben deutlich ho¨here gs-Werte als die transgene Pflanzen, deren Werte
wieder na¨her beieinander liegen und innerhalb ihrer Fehlergrenzen u¨bereinstim-
men. Die Werte der RNAi-PIP2-Pflanzen fallen sta¨rker ab als die der RNAi-
PIP1-Pflanzen (erste fu¨nf Messwerte: Ci von 50-200 CO2 mol−1), deswegen
sind in diesem Bereich die gs-Werte der RNAi-PIP2-Pflanzen niedriger als die
der RNAi-PIP1-Pflanzen. Im Bereich der ho¨heren Ci na¨hern sich alle Werte
einander an, dort sind die Werte der RNAi-PIP1-PFlanzen die niedrigsten. Die
gs-Werte der WT und RNAi-PIP1-Pflanzen stimmen jedoch auch in diesem
Bereich nicht u¨berein. Es ergibt sich also fu¨r die stomata¨ren Leitfa¨higkeiten
ein identisches Bild zu den A/Ci-Kurven, d.h. die niedrigeren Photosynthese-
raten des WT gegenu¨ber den Transgenen liegt in den niedrigeren stomata¨ren
Leitfa¨higkeiten des WT begru¨ndet.
3.4.2 Fluoreszenzmessungen
Neben den Gaswechselmessungen wurden parallel Fluoreszenzmessungen an den
gleichen Bla¨ttern durchgefu¨hrt (siehe Kap. 2.5.1 und Abb. 2.6),
Elektronentransportraten des PSII
In Abb. 3.20 sind die Elektronentransportraten (ETR) in Abha¨ngigkeit von
den Ci-Konzentrationen gezeigt. Die Werte der Pflanzen sind sehr a¨hnlich, man
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Abbildung 3.18: A/Ci-Kurven der verschiedenen Tabaklinien (RNAi-PIP1, RNAi-
PIP2, WT). Es wurde zum einen die siebte Blattposition gemessen (MW ± SE, n=4),
zum anderen das jeweils gro¨ßte Blatt der Pflanze (Blattposition 9-10, MW ± SE, n=6).
Die Pflanzen waren zum Zeitpunkt der Messung 35 bis 39 Tage alt.
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Abbildung 3.19: Abha¨ngigkeit der stomata¨ren Leitfa¨higkeiten (gs) von den Netto-
Photosyntheseraten (AN ) der verschiedenen Tabaklinien (RNAi-PIP1, RNAi-PIP2,
WT). Es wurde zum einen die siebte Blattposition gemessen (MW ± SE, n=4), zum
anderen das jeweils gro¨ßte Blatt der Pflanze (Blattposition 9-10, MW ± SE, n=6). Die
Daten der stomata¨ren Leitfa¨higkeiten erha¨lt man aus derselben Gaswechselmessung
wie die Daten der obigen A/Ci-Kurve, siehe Abb. 3.18.
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sieht keinen Unterschied zwischen den Elektronentransportraten. Im Bereich
der ersten fu¨nf Messwerte (Ci-Werte von 50-200 µmol CO2 mol−1) ist die Stei-
gung der ETR-Werte der RNAi-PIP2-Pflanzen etwas steiler als die der Wild-
typpflanzen; aber ein deutlicher Unterschied zwischen den Pflanzen, ist auch
in diesem Bereich der Messung nicht zu erkennen. Die Elektronentransportra-
ten der RNAi-PIP2-Pflanzen liegen etwas ho¨her als die der RNAi-PIP1-, bzw.
Wildtyppflanzen, dieser Unterschied ist jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 3.20: Elektronentransportraten (ETR) der verschiedenen Tabaklini-
en (RNAi-PIP1, RNAi-PIP2, WT) in Abha¨ngigkeit von den internen CO2-
Konzentrationen (Ci). Es wurde das jeweils gro¨ßte Blatt der Pflanze parallel zu den
Gaswechselanalysen gemessen (Blattposition 9-10, MW ± SE, n=6).
Nicht-photochemisches Quenching
In Abb. 3.21 sind die NPQ-Werte der drei Tabaklinien in Abha¨ngigkeit von
den Ci-Konzentrationen gezeigt. Im Bereich der niedrigen Ci-Konzentrationen
(erste fu¨nf Messpunkte, 50-200 µmol CO2 mol−1), liegen die NPQ-Werte der
Wildtyppflanzen unterhalb derjenigen der RNAi-PIP1-Pflanzen. Im Bereich der
ho¨heren Ci-Konzentrationen (ab 400 µmol CO2 mol−1) na¨hern sich die Meß-
punkte der Linien einander an. Die beobachteten Unterschiede sind bei dieser
kleinen Stichprobengro¨ße jedoch nicht signifikant.
Zusammenfassend la¨sst sich sagen, dass es keine Unterschiede bezu¨glich den
Elektronentransportraten in Abha¨ngigkeit von den Ci-Konzentrationen zwi-
schen den Pflanzen gibt, aber geringe Unterschiede in den NPQ-Werten, zumin-
dest im Bereich der niedrigen Ci-Konzentrationen (50-200 µmol CO2 mol−1)
zwischen dem WT und den RNAi-PIP1-Pflanzen.
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Abbildung 3.21: Nicht-photochemisches Quenching (NPQ) der verschiedenen Ta-
baklinien (RNAi-PIP1, RNAi-PIP2, WT) in Abha¨ngigkeit von den internen CO2-
Konzentrationen (Ci). Es wurde das jeweils gro¨ßte Blatt der Pflanze parallel zu den
Gaswechselanalysen gemessen (Blattposition 9-10, MW ± SE, n=6).
58
3.5 Kinetik des Keimungsprozesses
Aus den Wachstumsanalysen konnte eine zeitliche Verschiebung der Wachstums-
kurven des Wildtypen gegenu¨ber den transgenen Pflanzen festgestellt werden.
Ursache fu¨r diese Verschiebung ko¨nnte ein unterschiedlicher Keimungszeitpunkt
sein, deswegen wurde in einem Experiment die Keimungskinetik des Wildtypen
und der transgenen Pflanzen untersucht. Samen des WT und der RNAi-PIP1-
und RNAi-PIP2-Pflanzen wurden hierzu in Petrischalen auf einer doppelten
Lage Filterpapier, bei 23◦C und kontinuierlichem Licht, ausgelegt und unter
dem Binokular beobachtet. Die Versuche erfolgten nicht auf Erde, da zum einen
die Keimungsereignisse vor dem dunklen Hintergrund schlechter erfasst werden
ko¨nnen, zum anderen, um eine bessere Kontrolle der Umgebungsbedingungen zu
gewa¨hrleisten. Auf Erde ko¨nnen Parameter wie z.B. Feuchte kleinra¨umig stark
schwanken. Eine Aufnahme einer Testaruptur unter dem Binokular ist in Abb.
3.22 gezeigt.
In Abb. 3.25 ist die Kinetik der Testa- und Endospermruptur dargestellt. Die
Anpassungen der Kurven wurden nach Weibull [Brown and Mayer, 1988] vor-
genommen. Die zugeho¨rige Gleichung, fu¨r beide Keimungsphasen, lautet:
f(t) = a ∗ (1− e
−|t− t0 + b ∗ c
√
ln(2)|c
b ) (3.5)
dabei bezeichnet a die maximale Keimungsrate innerhalb des untersuchten
Zeitraumes, b die Steigung der Kurve, c einen Formparameter, und t0 den Beginn
der Testa-, bzw. Endospermruptur in Stunden. In Tab. 3.8 und 3.9 sind die
Werte dieser Parameter fu¨r die Testa-, bzw. die Endospermruptur aufgelistet; in
Abb. 3.23 und 3.24 entsprechend die Parameter mit ihren Konfidenzintervallen.
Unterschiede bezu¨glich der Testaruptur
Zwischen den Samen gibt es einen signifikanten Unterschied (p-Wert < 0.01)
bezu¨glich des Beginns der Testaruptur (t0); die Konfidenzintervalle u¨berschnei-
den sich nicht (kritischer t-Wert fu¨r n = 5 und C = 99% ist 4.607): die RNAi-
PIP2-Samen keimen am schnellsten, nach ca. 36± 0.2 Stunden. Die WT-Samen
keimen ca. 3.5 Stunden spa¨ter, nach 39.6 ± 0.3 Stunden, und die RNAi-PIP1-
Samen brauchen nochmals 7 Stunden la¨nger als der Wildtyp, sie keimen nach
ca. 46± 0.2 Stunden. Die maximalen Keimungsraten (a) der Samen sind etwas
unterschiedlich: wa¨hrend WT und RNAi-PIP1-Samen mit der gleichen Rate
keimen (91.5%± 1.8, bzw. 92.8%± 1.1), liegt diese bei den RNAi-PIP2-Samen
niedriger (85%±1.1); dieser Unterschied war jedoch nicht signifikant (kritischer
t-Wert fu¨r n = 5, C = 95% ist 2.777) nachzuweisen, siehe Abb. 3.23. Es la¨sst sich
nicht mit letzter Sicherheit bestimmen, ob derjenige Anteil der Samen, der hier
fehlt, wirklich nicht mehr keimfa¨hig ist oder nicht. Auffa¨llig ist dieser geringere
Anteil dennoch; entweder ist die Keimfa¨higkeit der Samen dieser Population
wirklich geringer, oder aber, dieser Anteil keimt extrem zeitverzo¨gert.
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Abbildung 3.22: Testaruptur (nach ca. 46 Stunden) von N.tabacum: RNAi-PIP1-
Same unter dem Binokular. Der Pfeil deutet auf die gerissene Testa im Bereich der
Mikropyle.
Tabelle 3.8: Keimungsversuch auf Filterpapier in Petrischalen. Kinetik der Testarup-
tur bei N.tabacum: WT, RNAi-PIP1- und RNAi-PIP2-Samen. Verwendete Formel 3.5
siehe Text; angegeben sind die Parameter der Kurvenanpassung ± SE.
Parameter RNAi-PIP2 WT RNAi-PIP1
a 85.0120± 1.0475 91.4584± 1.7943 92.7477± 1.0879
b 5.0596± 0.9313 5.8170± 0.4988 10.4673± 0.4412
c 0.6224± 0.0942 0.9633± 0.1273 0.9459± 0.0586
t0 35.8286± 0.2173 39.5524± 0.2629 46.1480± 0.2179
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Abbildung 3.23: Testaruptur: Konfidenzintervalle (CIs) der Parameter t0 und a, die
aus der Kurvenanpassung (Formel 3.5 siehe oben) ermittelt wurden. a.) Verschiebung
t0 ±99% CIs , b.) maximale Keimungsraten a ±99% CIs
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Endospermruptur
Betrachtet man die Endospermruptur, so ergibt sich ein a¨hnliches Bild: auch
hier gibt es eine signifikante (p-Wert < 0.01), zeitliche Verschiebung (Abb. 3.24,
kritischer t-Wert fu¨r n = 5 und C = 99% ist gleich 4.609). Die RNAi-PIP2-
Samen sind ca. 5.5 Stunden schneller als der WT und ca. 10 Stunden schneller
als die RNAi-PIP1-Samen. Bei den RNAi-PIP2-Samen erfolgt die Endosperm-
ruptur nach ca. 48.5 ± 0.04 Stunden, bei den WT nach ca. 54 ± 0.4 Stunden
und bei den RNAi-PIP1-Samen nach ca. 60 ± 0.1 Stunden. Der zeitliche Un-
terschied zwischen den verschiedenen Samen, bleibt fu¨r beide Phasen ungefa¨hr
gleich groß: d.h. sowohl Testa-, als auch Endospermruptur liegen bei den RNAi-
PIP1-, und RNAi-PIP2-Samen ca.10 Stunden auseinander, zwischen WT- und
RNAi-PIP1-Samen betra¨gt diese Differenz ca. 7, bzw. 6 Stunden und zwischen
den WT- und RNAi-PIP2-Samen ca. 3.5, bzw. 5.5 Stunden. Unterschiedlich
ist in dieser Phase auch der Anteil derjenigen Samen, die diese Phase errei-
chen: bei den WT- und RNAi-PIP1-Samen ist dieser Anteil anna¨hernd gleich
(93%± 1, bzw. 93.4%± 1.4), fu¨r die RNAi-PIP2-Samen liegt dieser Anteil nied-
riger (87.9% ± 0.8); dieser Unterschied konnte jedoch nicht signifikant nachge-
wiesen werden.
Tabelle 3.9: Keimungsversuch auf Filterpapier in Petrischalen. Kinetik der Endo-
spermruptur bei N.tabacum: WT, RNAi-PIP1- und RNAi-PIP2-Samen. Verwendete
Formel 3.5 siehe Text; angegeben sind die Parameter der Kurvenanpassung ± SE.
Parameter RNAi-PIP2 WT RNAi-PIP1
a 87.9216± 0.8064 92.9752± 1.0299 93.4338± 1.4039
b 1.7501± 0.0916 8.1739± 1.7784 4.9200± 0.4822
c 0.3207± 0.0154 1.0020± 0.2493 0.4803± 0.0556
t0 48.5302± 0.0366 53.6719± 0.3518 59.8863± 0.1128
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Abbildung 3.24: Endospermruptur: Konfidenzintervalle (CIs) der Parameter t0 und
a, die aus der Kurvenanpassung (Formel 3.5 siehe oben) ermittelt wurden. a.) Ver-
schiebung t0 ±99% CIs , b.) maximale Keimungsraten a ±99% CIs
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Abbildung 3.25: Keimungskinetik von N.tabacum: Wildtyp-, RNAi-PIP1-, und RNAi-
PIP2-Samen im Vergleich. Keimungsversuch auf Filterpapier in Petrischalen. Darge-
stellt ist der prozentuale Anteil der Samen in der jeweiligen Phase. Fu¨nf Ansa¨tze pro
transgener Linie, bzw. WT, und je 40 Samen pro Ansatz, wurden unter dem Binokular
ausgeza¨hlt (n=5). Die Kurven wurden nach Weibull [Brown and Mayer, 1988] ange-
passt: Formel 3.5 siehe Text; Parameter der Kurvenanpassung ± SE siehe Tab. 3.8
und Tab. 3.9.
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Kapitel 4
Diskussion
Die Hauptfragestellung dieser Arbeit war, ob PIP1 und PIP2 maßgeblich am
Expansionswachstum der Bla¨tter beteiligt sind. Das dahinterstehende Modell
geht davon aus, das PIP1 und PIP2 fu¨r die Deckung des erho¨hten Wasserbe-
darfs wa¨hrend des Expansionswachstums der Bla¨tter verantwortlich sind. Dies
hat sich im Rahmen der Wachstumsuntersuchungen nicht besta¨tigt, der Haupt-
effekt beim Wachstum war eine Verzo¨gerung des Eintritts in die Wachstums-
phase, mit anderen Worten die transgenen Pflanzen keimten zu einem spa¨teren
Zeitpunkt als der WT, bzw. die Kontrollpflanzen. Nach der Keimung war die
Wachstumsdynamik der transgenen Pflanzen im Prinzip diesselbe wie beimWT,
bzw. den Kontrollpflanzen, sowohl was den Verlauf, als auch die ermittelten End-
blattfla¨chen betrifft. Aus diesem Grund wurde angenommen, dass die PIP1 und
PIP2 wa¨hrend des Wachstums der Bla¨tter neben einer Erho¨hung der Wasser-
leitfa¨higkeit der Membran andere Aufgaben erfu¨llen. Es gibt einen Ansatz von
Hill et al. [Hill et al., 2004], der eine weitere Funktion der Aquaporine als Turgor-
drucksensoren vorschla¨gt. Die in dieser Arbeit durchgefu¨hrten Untersuchungen
deuten in einigen Punkten eher auf eine Druckregulierung im Sinne von Hill et
al. [Hill et al., 2004], so etwa die Ergebnisse der Screening-Untersuchungen was
die Blattbewegungen betrifft, die verzo¨gerte Keimung der RNAi-PIP1-Pflanzen
oder die eingeschra¨nkte Stomatabewegung der transgenen Pflanzen.
4.1 Dynamik des Blattwachstums
Zeitliche Entwicklung der Gesamtblattfla¨chen: N.tabacum
Der gro¨ßte Effekt bei der Analyse der Blattfla¨chenentwicklung der WT-, und
RNAi-PIP1-Pflanzen unter Gewa¨chshausbedingungen ergab sich aus der zeit-
lichen Verschiebung der Kurven gegeneinander: die Kurven der Pflanzen lagen
ca. einen halben Tag auseinander (siehe Abb.3.7, Tab.3.3), wobei die Kurve der
RNAi-PIP1-Pflanzen gegenu¨ber dem WT nach rechts verschoben ist. Dies deu-
tet daraufhin, dass die RNAi-PIP1-Pflanzen ca. einen halben Tag spa¨ter keimten
als die WT-Pflanzen. Allerdings konnte aufgrund der zu kleinen Stichproben-
anzahl der Pflanzen dieser Unterschied nicht signifikant nachgewiesen werden.
Ebenso wenig konnten signifikante Unterschiede zwischen den Endblattfla¨chen
und dem Parameter b festgestellt werden. Dies bedeutet, dass die Pflanzen mit
der gleichen Dynamik gewachsen sind. Eine fru¨here Keimung bedeutet eine
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fru¨here Entfaltung der Kotyledonen und damit sind diese beim ersten Scree-
nen entsprechend gro¨ßer als die der RNAi-PIP1-Pflanzen. Die WT-Pflanzen
behalten den Vorsprung von ca. einem halben Tag u¨ber den gesamten Entwick-
lungszeitraum bei.
Unter den Klimakammerbedingungen war es nicht mo¨glich, den gesamten Ent-
wicklungszeitraum des Blattwachstums beim Tabak zu verfolgen, deswegen wur-
de, um den Anfang einer sigmoiden Wachstumskurve zu beschreiben, eine expo-
nentielle Kurvenanpassung gewa¨hlt. Wegen des vorangegangenen Versuchs unter
Gewa¨chshausbedingungen wurden die Endblattfla¨chen als gleich angenommen
(siehe Kapitel 3.3.2). Der gro¨ßte Effekt auf das Wachstum ist eindeutig wieder
in einer zeitlichen Verschiebung der Kurven der transgenen Pflanzen gegenu¨ber
derjenigen der WT zu sehen; diese Verschiebung betra¨gt ist nun signifikant nach-
weisbar und betra¨gt ca. 1-2 Tage, wobei die Kurven der transgenen Pflanzen
gegenu¨ber den WT-Kurven nach rechts verschoben sind (siehe Abb. 3.10, Tab.
3.4). Die Wachstumsgeschwindigkeiten der transgenen Pflanzen sind unter die-
sen Bedingungen geringfu¨gig, aber signifikant gro¨ßer als die der WT-Pflanzen,
jedoch wirkt sich dies nicht wesentlich auf den Kurvenverlauf aus: die Kurve
der WT-Pflanzen liegt trotz der leicht geringeren Wachstumsgeschwindigkeiten
deutlich oberhalb derjenigen der transgenen Pflanzen. Betrachtet man die Wer-
te fu¨r b in Tab. 3.4, so sind diese Werte zwar signifikant unterschiedlich, dieser
Effekt u¨bt jedoch wa¨hrend dieser Phase des Wachstums, die durch dieses Modell
beschrieben wird, geringere Auswirkungen auf das Blattwachstumsverhalten aus
als die Keimungsverzo¨gerung der transgenen Pflanzen.
Zeitliche Entwicklung der Gesamtblattfla¨chen: A.thaliana
Fu¨r die Blattfla¨chenentwicklung bei den A.thaliana T-DNA-Mutanten ergibt
sich ein a¨hnliches Bild wie fu¨r die Tabak RNAi-PIP-Pflanzen: der gro¨ßte Effekt
eines knock-outs von AtPIP1;2 zeigte sich in einer zeitlichen Verschiebung der
Kurven, also einer spa¨teren Keimung der TEPIP1;2 Pflanzen gegenu¨ber den
Kontrollen (Abb. 3.15, Abb. 3.16). Die Kontrollpflanzen keimten ca. einen hal-
ben Tag fru¨her als die die knock-out Pflanzen. A¨hnlich wie beim Tabak (siehe
oben Kapitel 4.1) unterschieden sich die Werte von b der Kontrollpflanzen (TI-
PIP1;2) signifikant von denen der TEPIP1;2-Pflanzen, die Wachstumsgeschwin-
digkeiten der Kontrollpflanzen waren gro¨ßer. Dies liegt jedoch nicht daran, dass
sie entscheidend unterschiedlich voneinander sind, sondern an dem sehr klei-
nen Standardfehler. Der Effekt, den das Keimungsverhalten auf das Wachstum
ausu¨bt, ist gro¨ßer. Die Gesamtblattfla¨chen der T-DNA-Insertionsmutanten wa-
ren unter diesen Versuchsbedingungen gleich.
Einfluss von PIP1 und PIP2 auf das Expansionswachstum der Bla¨tter
Zusammenfassend la¨sst sich sagen, dass die gro¨ßten Effekte auf das Gesamt-
blattwachstum sowohl beim Tabak als auch bei den Arabidopsis-Pflanzen in
einer signifikanten, zeitlichen Verschiebung der Wachstumskurven der transge-
nen Pflanzen gegenu¨ber dem WT (beim Tabak), bzw. den Kontrollpflanzen (bei
Arabidopsis) zu sehen sind und damit wahrscheinlich in einem unterschiedlichen
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Keimungsverhalten der Pflanzen begru¨ndet sind. Aus diesem Grund wurde im
Anschluss an die Wachstumsanalysen ein Keimungsversuch durchgefu¨hrt, um
diese Hypothese zu u¨berpru¨fen (siehe Kapitel 2.6, und 3.5).
Ein Effekt auf das Blattwachstumsverhalten der transgenen Pflanzen in Be-
zug auf die Wachstumsgeschwindigkeit, ihre Wachstumsdynamik also, ist weder
bei den Tabaklinien noch bei den Arabidopsis-Pflanzen, deutlich ausgepra¨gt.
Die Unterschiede sind, wenn u¨berhaupt vorhanden, sehr klein und treten ge-
genu¨ber dem Einfluss auf die Keimungskinetik deutlich zuru¨ck. Ebensowenig
gibt es einen Effekt auf die Endblattfla¨chen der transgenen Pflanzen.
Da sich sehr geringe Auswirkungen auf die Gesamtblattfla¨chenentwicklung
der transgenen Tabaklinien im Vergleich zum Wildtypen unter optimalen Be-
dingungen ergeben, stellt sich die Frage, welche physiologische Bedeutung sie
fu¨r das Expansionswachstum besitzen. Falls die PIPs das Expansionswachstum
hauptsa¨chlich u¨ber die Wasserleitfa¨higkeiten der Plasmamembranen beeinflus-
sen, sollte man bei den transgenen Tabakpflanzen, bzw. den TEPIP1;2 Pflan-
zen vera¨nderte Wachstumsgeschwindigkeiten erwarten; sie sollten dem WT,
bzw. den Kontrollpflanzen gegenu¨ber geringer sein. Dies war jedoch nicht der
Fall. Nicht auszuschließen ist die Mo¨glichkeit, dass das System ausweicht und
Mo¨glichkeiten findet, die Defekte auszugleichen. Vielleicht sind die PIP1-, und
PIP2-Proteine in der Lage jeweils die Funktion der anderen in einem gewissen
Maße zu u¨bernehmen, so dass sich aus diesem Grund keine großen Wachstums-
unterschiede ergeben. Eine andere Erkla¨rung liegt vielleicht in einer anderen
Funktion der Aquaporine. Weitere mo¨gliche Funktionen der Aquaporine werden
von Hill et al. [Hill et al., 2004] vorgeschlagen. Neben einer Wassertransport-
Funktion wird eine Funktion der Aquaporine bei der Detektion von osmotischen
und Turgordruckgradienten diskutiert [Hill et al., 2004]. So ko¨nnten sie auch bei
der Kontrolle des Expansionswachstums eine Rolle spielen, indem sie A¨nderun-
gen im Turgordruck wahrnehmen und diese Information intrazellula¨r weiterge-
ben. Im Rahmen dieser Arbeit scheint es eher fu¨r diese Hypothese Hinweise zu
geben.
Wachstum ist ein ”Quasi“-Gleichgewichtszustand. Wenn das Zellwandwachs-
tum konstant beginnt, bedingt dies ein Anwachsen der Wandfla¨chen und infolge
dessen fa¨llt der Turgor ab. Die einwa¨rtsgerichtete, treibende Kraft fu¨r H2O
steigt und Wasser fließt in die Zelle. Gleichzeitig kehrt der Turgor zu seinem
urspru¨nglichen Wert zuru¨ck. Der Wert des Turgors im Gleichgewicht ist un-
abha¨ngig von der Zellwandfla¨che und der Wandelastizita¨t. Die Autoren nennen
zwei mo¨gliche Ru¨ckkopplungsschleifen zwischen Wachstumsraten und Turgor:
i Falls die Wachstumsrate nicht kontrolliert wird, wird sich der Turgor infol-
ge der Wachstumsrate a¨ndern und damit wird die treibende Kraft fu¨r die
Expansion nicht konstant bleiben. Damit der Turgor jetzt aber unabha¨ngig
vom Wachstum ist, sollte die Salzkonzentration abgestimmt sein auf die
Wachstumsrate. Wa¨chst also die Zelle → vergro¨ßert sich das Volumen →
der Turgor fa¨llt→ Osmolyte werden in die Zelle gepumpt→Wasser fließt
nach. Der Turgor bleibt dann relativ konstant bei einem lokalen Wert. Der
Tonoplast ist in dieses System wahrscheinlich ebenfalls involviert, da die
Vakuole Depot ist fu¨r den gro¨ßten Teil des Zellvolumens.
ii Die Wandexpansion ko¨nnte aber auch mit dem Turgor koordiniert sein, um
eine Ausdu¨nnung bei zu großem Druck und umgekehrt eine zu starke Wand
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bei zu kleinem Druck zu verhindern. Dies erfordert eine Ru¨ckkopplung mit
einem Drucksensor.
Nach diesem Model von Hill et al. wirken also Aquaporine bei der Turgor-
regulation wie eine Art Druckventile: wenn der Turgor zu stark ansteigt, lassen
sie Druck ab, wenn er zu niedrig ist, bewirken sie u¨ber eine Ru¨ckkopplung mit
anderen Teilen des Systems, dass gelo¨ste Stoffe verschoben werden und Wasser
in die Zelle fließt. Insofern sollte man bei Reaktionen die eine Turgorregulation
erfordern, eine Beteiligung von Aquaporinen erwarten, falls diese den Ionen-
transport triggern. Hinweise fu¨r eine Turgorregulation finden sich bei den wei-
teren Ergebnissen dieser Arbeit. Auch das Expansionswachstum erfordert eine
Druckregulation, wie auch der Keimungsvorgang oder die Stomataregulation.
Unterschiede der Blattfla¨chen in Abha¨ngigkeit von der Blattposition
bei N.tabacum
Aus den Linealmessungen war es mo¨glich die Blattfla¨chen einzelner Blattposi-
tionen zu vergleichen. Dies wurde fu¨r den 28. Tag nach der Keimung durch-
gefu¨hrt. Dabei fanden sich signifikante Unterschiede in Blattposition 5 und 6;
bei allen ho¨heren Blattpositionen war dieser Effekt schwa¨cher und konnte mit
dieser Stichprobengro¨ße nicht signifikant nachgewiesen werden. Die Blattfla¨chen
der RNAi-PIP1-Pflanzen waren kleiner als die der WT-Pflanzen. Fu¨r das En-
de des Entwicklungszeitraumes schwa¨cht sich auch bei Blattposition 6 dieser
Effekt ab, da die Varianzen gro¨ßer werden. Der Versuch wurde in dem Zeit-
raum April-Mai im Gewa¨chshaus durchgefu¨hrt, zu einem Zeitpunkt zu dem die
Sonneneinstrahlung z.T. schon recht stark war. Morgens nach dem Sonnenauf-
gang und Einschalten der Lampen ließ sich beim Tabak beobachten, dass die
unteren Bla¨tter oft ein wenig welkten (der Tabak beginnt in den unteren Blatt-
positionen zuerst zu welken). Im Laufe des Vormittages erholten sich die Bla¨tter
und der Turgor in den Bla¨ttern stieg wieder. Der gemessene Unterschied in den
Blattfla¨chen ist auf diesen Turgorverlust zuru¨ckzufu¨hren. Dies wu¨rde bedeuten,
dass die RNAi-PIP1-Pflanzen gro¨ßere Schwierigkeiten haben ihren Turgor zu
regulieren, was sich in einem sta¨rkeren Welken der Bla¨tter a¨ußert. Die Bla¨tter
erholen sich wieder und die Gesamtblattfla¨chenentwicklung wird dadurch wenig
beeinflusst: die Endblattfla¨chen der Pflanzen zeigten keine Unterschiede. Die
Dynamik des Wachstums, also die Wachstumsraten, waren ebenfalls nicht un-
terschiedlich.
Aus den Untersuchungen zeigt sich, dass es ra¨umliche Unterschiede zwischen
dem WT und den transgenen Linien gibt (siehe Kapitel 3.3.1, Abb. 3.9). Vor
allem fu¨r die unteren Blattpositionen 5 und 6 ist dieser Unterschied in den
Blattfla¨chen nachzuweisen fu¨r den 28. Tag nach der Keimung. Die kleineren
Blattfla¨chen der RNAi-PIP1-Pflanzen sind zuru¨ckzufu¨hren auf Unterschiede im
Turgor; am Morgen haben die unteren Bla¨tter dieser Pflanzen gegenu¨ber den
Bla¨ttern der WT-Pflanzen einen geringeren Turgor, der sich im Laufe des Tages
wieder erholt. Dieser Effekt wirkt sich langfristig nicht auf die Wachstumsra-
ten aus (bezogen auf die Gesamtblattfla¨chenentwicklung). Dieser Effekt wird zu
den oberen, ju¨ngeren Blattpositionen hin schwa¨cher. Diese Unterschiede spie-
geln sicherlich auch die unterschiedlichen Proteinkonzentrationen wieder; viel-
leicht ist die Konzentration der PIP-Proteine in den unteren Bla¨ttern wa¨hrend
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der Messzeiten ho¨her gewesen als in den oberen Stockwerken, so dass sich ein
Fehlen dieser dort sta¨rker auswirkt. Die Proteinkonzentration des NtAQP1 va-
riiert zum einen diurnal [Siefritz et al., 2004], zum anderen aber auch zwischen
den Geweben [Siefritz et al., 2004] und innerhalb der Gewebe [Fritsch, 2005]. So
gibt es in den oberen Blattstockwerken einen Basis-Spitze Gradienten, mit einer
zur Blattspitze hin abfallenden Proteinkonzentration. Die Proteinkonzentration
steigt mit dem Alter der Bla¨tter an, d.h. in den unteren Bla¨ttern wurde eine
ho¨here Proteinkonzentration gefunden (bei Proben die Nachmittags genommen
wurden) [Fritsch, 2005]. Die Unterschiede bei den Blattfla¨chen der RNAi-PIP1-
Pflanzen und den WT-Pflanzen zeigen also Unterschiede in der Einstellung des
Turgors, was fu¨r eine Beteiligung der PIP1-Proteine an einer Turgorregulation
der Pflanzen spricht.
Auswirkungen einer reduzierten Expression von NtAQP1, bzw. Nt-
AQP2 auf die Blattbewegung
In dieser Arbeit konnten Unterschiede im Tagesgang der Blattbewegung mit Hil-
fe der Screening-Methode festgestellt werden. Aus dem Vergleich der Zuwachs-
raten, die u¨ber verschiedene Messmethoden ermittelt worden sind (Screening vs.
Linealmessungen), zeigt sich, dass sowohl die Blattbewegung, als auch die Zu-
wachsraten der 17 Tage alten Tabakpflanzen unterschiedlich sind (siehe Kapitel
3.2, Tab.3.1).
Nach den Linealmessungen sind weder WT noch RNAi-PIP2-Pflanzen zwischen
11 und 15 Uhr gewachsen (Zuwachsrate ±0%), die RNAi-PIP1-Pflanzen jedoch
ca. 20%1. Aus den Screeningdaten geht dagegen hervor, dass WT und RNAi-
PIP2-Pflanzen wa¨hrend dieses Zeitraumes um ca. 8%, bzw. 13% zugewachsen
sind, und die RNAi-PIP1-Pflanzen um ca. 11%. Daraus la¨sst sich schließen, dass
die Bla¨tter der WT- und RNAi-PIP2-Pflanzen sich wa¨hrend dieses Zeitraumes
gesenkt haben (Anstellwinkel verringern sich, die projezierte Blattfla¨che wird
damit gro¨ßer), die Bla¨tter der RNAi-PIP1-Pflanzen sich dagegen gehoben haben
(Anstellwinkel vergro¨ßern sich, die projezierte Blattfla¨che wird kleiner). Dies
bedeutet, dass sich RNAi-PIP2-Pflanzen und der WT in der gleichen Weise
bewegen, aber kontra¨r zu den RNAi-PIP1-Pflanzen. Die Blattbewegung liegt
ungefa¨hr in der gleichen Gro¨ßenordnung; dies kann aus dem systematischen
Fehler von ca. 10 % fu¨r die Screeningmessungen geschlossen werden.
Weiterhin zeigt die Linealmessung, dass diese kontra¨re Blattbewegung einher-
geht mit einer anderen Zuwachsrate: die RNAi-PIP1-Pflanzen wachsen in die-
ser Zeit (±20%/4h), wa¨hrend WT und RNAi-PIP2-Pflanzen keinen Zuwachs
(±0%/4h) zeigen: heben sich die Bla¨tter, steigt der Turgor und der Zuwachs
ebenso, senken sich die Bla¨tter, sinkt der Turgor und kein Zuwachs wird ge-
messen. Leider wurde nur fu¨r diesen Entwicklungszeitpunkt der Pflanzen eine
kombinierte Screening- und Linealmessung gemacht, zudem konnten nur wenige
Pflanzen mit dem Lineal vermessen werden. Vo¨llig ausgeschlossen werden kann
nicht, dass auch die RNAi-PIP2-Pflanzen Unterschiede zum WT zeigen, um
dies besser beurteilen zu ko¨nnen, wa¨re eine ho¨here Stichprobengro¨ße bei den
Linealmessungen no¨tig gewesen. Jedoch la¨sst sich festhalten, dass das Fehlen
der PIP1-Proteine einen Unterschied im diurnalen Rhytmus der Blattbewegung
und der damit verbundenen Wachstumsraten bewirkt (zumindest fu¨r diesen
1Da das Gesamtwachstum wa¨hrend eines Tages nicht, bzw. nur unwesentlich unterschiedlich
ist, handelt es sich hierbei lediglich um ein im Tagesverlauf verschobenes Wachstum.
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Zeitpunkt der Entwicklung). Um diese Unterschiede in den Zuwachsraten bes-
ser aufzulo¨sen, wa¨ren DISP-Messungen no¨tig gewesen. Doch leider war es nicht
mo¨glich die DISP-Messungen auszuwerten (siehe Kapitel 3.3.3). Betrachtet man
die Einzelmessungen (siehe Abb. 3.12, Abb. 3.13), so ko¨nnte es gerade in der
Nacht und an den U¨berga¨ngen von Licht zu Dunkel Unterschiede geben. Abb.
3.12 deutet vielleicht auch eine Phasenverschiebung der kleineren Maximums
am Mittag an, doch schon in Abb. 3.13 ist dies nicht mehr gut zu erkennen.
Eine Quantifizierung dieser Daten war zu diesem Zeitpunkt aus methodischen
Gru¨nden nicht mo¨glich (siehe Kapitel 3.3.3). Um die Frage einer Turgorregu-
lierung durch PIP-Proteine wa¨hrend des Wachstums zu kla¨ren, wa¨re es wichtig
Wachstums- und Turgormessungen zu kombinieren. Wenn PIP-Proteine Tur-
gorunterschiede detektieren und diese Information intrazellula¨r an andere Ele-
mente des Systems weiterleiten, hier aber bei den RNAi-Pflanzen jeweils eine
Komponente (PIP1-, bzw. PIP2-Proteine) fehlt, kann man erwarten, dass der
Turgor schlechter konstant gehalten werden kann, er also gro¨ßeren Schwankun-
gen unterworfen ist, bzw. sich der konstante lokalen Wert schlechter einstellen
kann (U¨berschießen des Systems, bzw. sta¨rkere Abfa¨lle). Dies sollte sich auch in
den Wachstumsmessungen wiederspiegeln. Fu¨r die RNAi-PIP1-Pflanzen ist viel-
leicht ebenfalls eine Phasenverschiebung der Wachstumsmaxima,- bzw. minima
zu erwarten, da NtAQP1 eine sich diurnal a¨ndernden Expression zeigt [Siefritz
et al., 2004] und die Screening-Messungen dieser Arbeit eine vera¨nderte Blattbe-
wegung der RNAi-PIP1-, gegenu¨ber den RNAi-PIP2-, und WT-Pflanzen gezeigt
haben.
Diese Ergebnisse besta¨tigen Beobachtungen an NtAQP1 antisense-Tabakpflan-
zen, bei denen die A¨nderungen der Blattanstellwinkel im Tages-, und Nachtver-
lauf gemessen wurden [Siefritz et al., 2004]. Die A¨nderungen der Blattanstell-
winkel zeigten bei den antisense-Pflanzen geringere Unterschiede im Vergleich
zum Wildtypen [Siefritz et al., 2004]. Die Differenz zwischen dem maximalen
und minimalen Anstellwinkeln war bei den WT-Pflanzen gro¨ßer als bei den
antisense-Pflanzen. Vor allem wa¨hrend der Nacht vera¨nderten die antisense-
Pflanzen weniger stark ihre Anstellwinkel im Vergleich zu den Kontrollpflanzen.
Die NtAQP1 Expression in den Petiolen der Bla¨tter variiert diurnal und korre-
liert mit der Entfaltung der Bla¨tter. Die Genaktivita¨t wird durch GA und ABA
reguliert [Siefritz et al., 2001]. Das epinastische Wachstum wa¨hrend des Entfal-
tens der Bla¨tter ko¨nnte durch GA- und/oder ABA induzierte Prozesse, die auch
Ionentransport u¨ber das Plasmalemma einschließen reguliert werden. Aquapo-
rine spielen wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der Blattent-
wicklung, indem sie die Wasserleitfa¨higkeiten der Membranen vera¨ndern oder
den Turgor des Symplasten regulieren [Siefritz et al., 2004].
Nach der Turgorsensing-Hypothese von Hill et al. [Hill et al., 2004] sollte sich ein
Fehlen von PIP-Proteinen auf die Blattbewegung auswirken: wenn die Druck-
regulation unterdru¨ckt ist, sollte nur eine eingeschra¨nkte Bewegung erfolgen
ko¨nnen, denn Bewegungen erfordern einen schnellen Druckausgleich. Dies ist
der Fall bei den NtAQP1 antisense-Tabakpflanzen [Siefritz et al., 2004]; ob
dies bei den RNAi-PIP1-Pflanzen ebenfalls so ist, la¨sst sich nur vermuten, da
nicht die Blattanstellwinkel gemessen wurden. Der Rythmus des Wachstums
ist jedoch ebenfalls anders im Vergleich zum WT wie auch bei den NtAQP1
antisense-Tabakpflanzen. Diese Ergebnisse deuten ebenfalls in Richtung einer
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Turgorregulierung durch PIP1-Proteine beim Tabak.
DISP-Messungen: Wachstumsdynamik im Tagesvelauf einzelner Bla¨t-
ter
Im Anschluß an die Messungen der Gesamtblattfla¨chenentwicklung des Tabaks,
wurden weiterhin Analysen der Tagesga¨nge des Wachstums an Einzelbla¨ttern
mit Hilfe der DISP-Methode durchgefu¨hrt (siehe Kapitel 3.3.3). Leider gab es
bei den Auswertungen der Aufnahmen methodische Schwierigkeiten, so dass
auf eine weitere Auswertung der Aufnahmen verzichtet wurde (siehe Kapitel
3.3.3). Aus diesem Grund soll hier nur sehr kurz auf die Ergebnisse eingegangen
werden.
Die Analyse der Gesamtblattfla¨chenentwicklung hatte gezeigt, dass es nur
einen kleinen Effekt (unter Klimakammerbedingungen), bzw. keinen (unter Ge-
wa¨chshausbedingungen) in Hinblick auf die Wachstumsgeschwindigkeiten pro
Tag der verschiedenen Tabaklinien gab (Vergleich absoluter Werte). Trotzdem
ko¨nnten ja die Tagesga¨nge des Wachstums unterschiedlich sein, die Pflanzen al-
so zu unterschiedlichen Zeiten Wachstumsmaxima-, oder minima zeigen. Deswe-
gen wurde versucht, die Tagesga¨nge zu analysieren. Dabei wurden die relativen
Wachstumsraten betrachtet, denn diese sind geeigneter, Wachstumsdynamiken
von Pflanzen zu vergleichen (5%/h Wachstum sind hier letzlich aussagekra¨ftiger
als 5 cm2/h). Bei der RGR sind die Extrema des Wachstums sofort ersichtlich,
bei der den absoluten Wachstumsgeschwindigkeiten mu¨ßte man noch die Ab-
leitungen bilden. Neben den Stundenmittelwerten der RGR wurden ebenso die
Tagesmittelwerte der RGR betrachtet, um verschiedene Tagesga¨nge der Pflan-
zen miteinander vergleichen zu ko¨nnen (siehe Abb. 3.12 und Abb. 3.13). Gerade
an den U¨berga¨ngen der Lichtwechsel scheinen die gro¨ßten Unterschiede zwischen
den RNAi-PIP1-Pflanzen und den WT sichtbar zu sein. Vera¨ndert schien bei
einem ersten U¨berblick u¨ber die Sequenzen vor allem die Ho¨he der Amplituden:
die RNAi-PIP1-Pflanzen scheinen an den Lichtwechseln die gro¨ßeren Maxima zu
haben, aber z.T. zeigen sie auch die sta¨rkeren Abfa¨lle bis weit in den negativen
Bereich hinein. Doch um diese Unterschiede quantitativ auswerten zu ko¨nnen,
ha¨tten die Daten an diesen Stellen verla¨ßlich sein mu¨ssen. Doch dies war zum da-
maligen Zeitpunkt nicht mo¨glich (siehe Kapitel 3.3.3); gerade an diesen Stellen
lieferte der Algorithmus keine Information. Am U¨bergang von der Dunkel-, zur
Lichtphase o¨ffnen die Stomata, Vera¨nderungen in Bezug auf die Ho¨he der Am-
plituden in Bereich des Lichtwechsels wu¨rden dann auf eine gesto¨rte Regulation
der lichtinduzierten O¨ffnung der Stomata, bzw. einer gesto¨rten Turgorregulation
deuten, dies wu¨rde fu¨r eine Turgorsensing Funktion nach Hill et al. sprechen.
In einem weiteren Versuch (siehe Abb. 3.14) wurde dieses lichtinduzierte O¨ffnen
und seine Auswirkung auf die RGR genauer untersucht. Deutlich sieht man dort
ein sta¨rkeres Oszillieren der RGR der RNAi-PIP1-Pflanzen, die wahrscheinlich
darauf zuru¨ckgeht, dass die Pflanzen gro¨ßere Schwierigkeiten haben ihre sto-
mata¨ren O¨ffnungsweiten einzustellen. Dies spricht ebenfalls fu¨r eine Funktion
der PIP1 an einer Turgorregulation. Da sich in Bezug auf die Auswertung die
gleichen Schwierigkeiten wie oben ergaben, wurden allerdings keine weiteren
Versuche gemacht. Ein Oszillieren der stomata¨ren O¨ffnungsweiten wurde eben-
falls bei NtAQP1 antisense-Tabakpflanzen beobachtet [Uehlein et al., 2003] und
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besta¨tigen diese Ergebnisse 2.
4.2 Keimung
Die Wachstumsanalysen (siehe Kapitel 3.3) zeigten, dass sowohl die transge-
nen Tabaklinien, als auch TEPIP1;2 zu spa¨teren Zeitpunkten keimten als der
Wildtyp, bzw. die Kontrollpflanzen. Der zeitliche Keimungsvorsprung der Ta-
bak WT-Pflanzen und der Arabidopsis-Kontrollpflanzen hielt sich u¨ber den ge-
samten Entwicklungszeitraum der Bla¨tter. Um dieses Ergebnis experimentell
zu besta¨tigen, wurde die Keimungskinetik der verschiedenen Tabaklinien auf
Filterpapier in Petrischalen bestimmt (siehe Kapitel 2.6). Die Keimungsexpe-
rimente, ergaben nun Unterschiede in der Testa-, und Endospermruptur der
Samen (siehe Kapitel 3.5, Abb. 3.25). Bei den RNAi-PIP2-Samen riss die Testa
am schnellsten auf, nach ca. 36 Stunden, dann folgten ungefa¨hr 3.5 Stunden
spa¨ter die WT-Samen. Die RNAi-PIP1-Samen keimten am langsamsten, etwa
10 Stunden spa¨ter als die RNAi-PIP2-Samen (siehe Tab. 3.8). Die maximalen
Keimungsraten wichen ebenfalls deutlich voneinander ab: bei den RNAi-PIP1-,
und WT-Samen waren sie a¨hnlich (ca. 92 %), wa¨hrend sie bei den RNAi-PIP2-
Samen deutlich darunter lag (85%). Fu¨r die Endospermruptur ergibt sich ein
a¨hnliches Bild: bei den RNAi-PIP2-Samen trat die Endospermruptur als erstes
ein, nach 48.5 Stunden, nach weiteren 5 Stunden beim WT, und nach 11.4 Stun-
den bei den RNAi-PIP1-Samen (siehe Tab. 3.9). Der zeitliche Unterschied zwi-
schen den Pflanzen blieb also ungefa¨hr gleich groß. Dies bedeutet, dass ein Feh-
len der PIP-Proteine die Kinetik der Testaruptur stark beeinflusst: fehlten die
PIP2-Proteine, keimten die Samen unter diesen Bedingungen schneller als der
Wildtyp, fehlten dagegen die PIP1-Proteine, fand die Testaruptur im Vergleich
zum Wildtypen zeitlich verzo¨gert statt. Ein Fehlen der PIP2-Proteine konnte
zudem vom System schlechter ausgeglichen werden, wie man aus den niedrige-
ren maximalen Keimungsraten der RNAi-PIP2-Pflanzen schließen konnte. Ein
Fehlen der PIP2-Proteine fu¨hrte also schon bei der Keimung zu einer sta¨rkeren
Selektion. Wahrscheinlich beginnt dies schon bei der Blu¨ten-, und Samenbil-
dung. PIP2-Proteine spielen bei der Dehiszenz der Antheren eine Rolle [Bots
et al., 2005b]. Es zeigte sich deutlich, dass PIPs einen starken Einfluss auf die
Kinetik der Keimung ausu¨ben. Vor allem die Testaruptur scheint beeinflusst
zu sein; in der Endospermruptur wirkt noch die zeitliche Verschiebung aus der
Testaruptur.
Ein Fehlen der PIP1-Proteine bewirkt eine zeitliche Verzo¨gerung der Testa-
ruptur. Dies steht in Einklang mit den Blattwachstumsanalysen, d.h. die be-
obachtete Verschiebung ist tatsa¨chlich auf eine verzo¨gerte Keimung der RNAi-
PIP1-Pflanzen zuru¨ckzufu¨hren. Das Keimungsexperiment ergab einen zeitlichen
Unterschied zwischenWT-, und RNAi-PIP1-Samen von 6.5 Stunden, die Wachs-
tumsanalysen ergeben ca. einen halben Tag Unterschied fu¨r die Gewa¨chshaus-
bedingungen und ca. 1-2 Tage fu¨r die Klimakammerbedingungen. Dass die
Zahlen nicht genau u¨bereinstimmen, ist bei den unterschiedlichen Bedingun-
gen nicht weiter verwunderlich. Die Samen in den Petrischalen keimen schneller
im Vergleich mit den Erdanzuchten. Dies kann u.a. mit den unterschiedlichen
2dort in Hinblick auf die Frequenzen der stomata¨ren Leitfa¨higkeiten, in dieser Arbeit waren
die Amplituden der RGR vera¨ndert
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Lichtbedingungen zusammenha¨ngen; bei dem Keimungsexperiment waren Dau-
erlichtbedingungen eingestellt. Durch den Lichtrhytmus bei den Gewa¨chshaus-,
und Klimakammerbedingungen ko¨nnen schon Unterschiede von 8 Stunden, bzw.
12 Stunden im Vergleich zu den Dauerlichtbedingungen zustande kommen, je
nachdem wann die Samen im Laufe des Lichtrhytmus ausgesa¨t wurden. Unter
Dauerlichtbedingungen war gewa¨hrleistet, dass die Samen in jedem Fall zum
rechten Zeitpunkt einen Lichtpuls erhielten, bei den Gewa¨chshaus-, und Klima-
kammerbedingungen kann dieser Zeitpunkt in die Dunkelphase fallen, so dass
erst beim Wiederanschalten des Lichtes, Stunden spa¨ter, die Keimung erfolgen
kann. Aus diesem Grund ergeben sich gro¨ßere zeitliche Unterschiede zwischen
den Klimakammer-, bzw. Gewa¨chshausbedingungen und den Keimungsexperi-
menten unter Dauerlicht. Dies bedeutet, dass die ermittelten Werte aus den
unterschiedlichen Experimenten recht gut zusammenpassen. Die zeitliche Ver-
schiebung der Kurven der RNAi-PIP1-Pflanzen und des WT aus den Wachs-
tumsanalysen la¨sst sich also aus einer spa¨teren Testa-, und Endospermruptur
der RNAi-PIP1-Pflanzen erkla¨ren. Bei den RNAi-PIP2-Samen beobachtet man
dagegen ein kontra¨res Keimungsverhalten zu den RNAi-PIP1-Samen: sie keim-
ten auf dem Filterpapier gegenu¨ber den WT-Samen schneller, sowohl bei der
Testaruptur, als auch in Bezug auf die Endospermruptur, bei den Erdanzuch-
ten dagegen langsamer als die WT-Samen. Warum dies so ist, kann hier nicht
entschieden werden; auf einer Erdanzucht sind Samen variableren Umweltbedin-
gungen ausgesetzt so z.B. Austrocknung. Die RNAi-PIP2-Samen reagieren sehr
empfindlich auf wechselnde Umweltbedingungen wie bei verschiedenen Vorver-
suchen beobachtet wurde.
Diese Ergebnisse zeigen ganz klar, dass PIP1-, und PIP2 sich sehr stark auf die
Kinetik der Testaruptur, auswirken. Eine zeitliche Verzo¨gerung des Aufreißens
der Testa bei den RNAi-PIP1-Samen im Vergleich zu den WT-Samen la¨sst sich
vielleicht damit erkla¨ren, dass sich in den Geweben unterhalb der Testa schlech-
ter Druck aufbauen kann, um diesen mechanischen Widerstand zu durchbre-
chen. Dies wu¨rde fu¨r eine Funktion im Sinne einer Turgorregulation wie sie Hill
et al. [Hill et al., 2004] vorschlagen sprechen (siehe oben). Wa¨hrend der ersten
Phase der Wasseraufnahme entstehen Membrandefekte durch den rapiden Was-
sereinstrom in den Samen und infolge dessen verliert der Samen gelo¨ste Stoffe
an die Umgebung. In dieser Phase nimmt der Same auch seine respiratorische
Aktivita¨t wieder auf und die Proteinsynthese beginnt wieder [Bewley, 1997].
Gerade in Phase I und II bei einem schnellen Einstrom des Wassers ist eine
Regulation des Turgors wichtig, damit nicht zuviel Wasser einfließt, aber doch
genu¨gend Wasser, um die mechanische Barriere der Samenschale zu u¨berwinden.
Eine Informationsweitergabe u¨ber den Turgorstatus innerhalb der Zellen spielt
auch hier eine große Rolle. Bei den RNAi-PIP2-Samen verha¨lt es sich genau
umgekehrt: die Samen sind schneller als der WT. Dies ko¨nnte nach dem Modell
von Hill et. al so interpretiert werden, dass ein Innendruck im Samen bei den
RNAi-PIP2-Samen schneller aufgebaut wird, d.h. mehr Wasser in den Samen
einstro¨mt. Sind bei der Keimung also nur PIP1 vorhanden und fehlen PIP2,
ist die Kinetik beschleunigt, und damit der Wassereinstrom; die PIP1 scheinen
in dieser Situation zu einer besseren Leitfa¨higkeit von Wasser zu fu¨hren. Dies
widerspricht jedoch vielen Untersuchungen, die im heterologen Oozytensyste-
men durchgefu¨hrt wurden. PIP1 die in Oozyten exprimiert werden, erho¨hen
nicht oder nur geringfu¨gig die Wasserleitfa¨higkeit der Oozytenmembranen im
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Gegensatz zu den PIP2 [Biela et al., 1999, Bots et al., 2005a, Daniels et al.,
1994,Johansson et al., 1998,Moshelion et al., 2002,Suga and Maeshima, 2004].
Es ist schwierig die Ergebnisse der Keimung zu interpretieren, da hierfu¨r auch
wichtig wa¨re zu wissen in welcher Form die PIP-Proteine in der Plasmamem-
bran vorliegen und wie sie sich gegenseitig beeinflussen. Aquaporine kommen
als Tetramere in der Membran vor. AQP1 (Sa¨ugetiere), GlpF (Bakterien) und
SoPIP2;1 (Spinat) liegen als Homotetramere vor [Murata et al., 2000,Fu et al.,
2000,Fotiadis et al., 2001]. Daneben gibt es auch die Bildung von Hetrotetrame-
ren, so z.B. bilden zwei TIPs bei Lens culinaris Heterotetramere, aber auch Di-,
und Trimere [Harvengt et al., 2000]. Eine Multimerisation von Transportprotei-
nen kann ihre Aktivita¨t und Funktion regulieren [Veenhoff et al., 2002]. So gibt
es Hinweise darauf, dass eine Co-Expression von ZmPIP1;1-, und ZmPIP2 aus
Mais in Oozyten in ho¨herenWasserleitfa¨higkeiten der Oozytenmembran resultie-
ren [Fetter et al., 2004]. Dies ist abha¨ngig von der Menge der PIP1 cRNA die den
Oozyten injiziert wird. Weiterhin fu¨hrt eine Interaktion zwischen ZmPIP2 und
ZmPIP1;2 zu einer besseren Faltung und Stabilita¨t der Proteine und damit zu
einem effizienteren Einbau der Proteine in die Membran. Fu¨r ZmPIP1;2 und ver-
schiedene ZmPIP2 konnten diese Effekte nicht beobachtet werden, jedoch fu¨hrte
eine Co-Expression von ZmPIP1;2 und ZmPIP1;1 ebenfalls zu einer Erho¨hung
der Wasserleitfa¨higkeit der Oozytenmembran. Transkripte von ZmPIP1;2 und
ZmPIP1;1 sind in denselben Geweben des Mais nachgewiesen worden. Dies deu-
tet auf eine positive Interaktion zwischen ZmPIP1;2 und verschiedenen ZmPIP2
hin. Die unterschiedlichen Kinetiken der verschiedenen RNAi-Linien gegenu¨ber
dem WT in dem vorliegenen Keimungsexperiment deuten vielleicht darauf hin,
dass es solch eine gegenseitige Beeinflussung der PIP1-, und PIP2-Proteine auch
bei der Keimung der Tabaksamen gibt. Wenn die PIP2-Proteine fehlen und nur
noch die PIP1-Proteine vorhanden sind, beschleunigt sich die Kinetik, d.h. Was-
ser fließt in sta¨rkerem Maße in den Samen ein und es baut sich ein sta¨rkerer
Innendruck auf. Dies bedeutet auch, dass PIP1-Proteine in diesem System (im
Samen) eine gute Wasserleitfa¨higkeit besitzen. Vielleicht gibt es eine Art Ru¨ck-
kopplung zwischen PIP1-, und PIP2-Proteinen in der Weise, dass PIP2-Proteine
das Schließen der PIP1 bewirken, d.h. dass die PIP1-Kana¨le im Grundzustand
offen sind und erst auf ein Signal hin schließen, vielleicht durch ein Signal der
PIP2-Proteine. In der ersten Phase stro¨mt aufgrund des stark negativen Was-
serpotential des Samens hauptsa¨chlich Wasser in den Samen ein, geht der Fluss
also in eine Richtung. Wenn der Innendruck dann zu groß wird ko¨nnte eine
Expression von PIP2 als Gegengewicht zu PIP1 eine Schließung der Kana¨le
bewirken. In den spa¨teren Phasen wird auch eine Turgorregelung (zweite Pha-
se, Wassereinstrom erreicht Plateau) wieder wichtig. Hier muss der Fluss von
gelo¨sten Stoffen und Wassser im Gleichgewicht sein. Bei der Keimung scheint
eine Beeinflussung der PIP1-Proteine durch die PIP2-Proteine zu erfolgen und
umgekehrt. Ein Ausschalten der PIP2 konnte außerdem vom Samen schlechter
toleriert werden und hatte einen sta¨keren negativen Effekt zur Folge; die maxi-
male Keimungsrate dieser Samen war niedriger. Dies ko¨nnte daraufhin deuten,
dass die PIP1 die PIP2 beno¨tigen fu¨r ihre Funktionsfa¨higkeit und Aktivita¨t,
a¨hnlich wie bei ZmPIP1;2 und verschiedenen ZmPIP2 [Fetter et al., 2004].
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4.3 Gaswechsel
Neben der Analyse des Blattwachstums bei N.tabacum wurden ebenfalls Pho-
tosynthesemessungen durchgefu¨hrt, da aus Experimenten bekannt ist, dass Nt-
AQP1 CO2 permeabel ist, und u¨ber eine Verfu¨gbarkeit von CO2 auch die Pho-
tosynthese und damit indirekt das Wachstum beeinflussen kann [Uehlein et al.,
2003,Flexas et al., 2006]. Weiterhin ist von NtAQP1 bekannt, dass eine Redukti-
on der Expression des NtAQP1 sich auf die O¨ffnung der Stomata auswirkt [Ueh-
lein et al., 2003].
In der vorliegenden Arbeit wurden A/Ci- und Lichtkurven analysiert und par-
allel dazu Fluoreszenzmessungen ausgewertet (siehe Kapitel 3.4.1 und 3.4.2).
Dabei wurden zwei verschiedene Blattpositionen (7 und 9-10) untersucht. In
Abha¨ngigkeit von der Blattposition ergeben sich bei den A/Ci-Kurven deutli-
che Unterschiede zwischen den Pflanzen: bei der unteren Blattposition (7) sind
die Nettophotosyntheseraten (AN ) der transgenen Pflanzen u¨ber den gesamten
Messbereich deutlich ho¨her als die der WT-Pflanzen (siehe Abb. 3.18). Bei den
ho¨heren Blattpositionen sieht man dies nicht mehr; die Kurven liegen na¨her
beieinander. Einhergehend mit den niedrigeren Netto-Photosyntheseraten und
Ci-Werten des WT wurden auch niedrigere Werte fu¨r die stomata¨ren Leitfa¨hig-
keiten (gs) gemessen (siehe Abb. 3.19). Dies ist auch wieder fu¨r die unteren
Blattpostionen sehr deutlich ausgepra¨gt, bei den oberen Blattpositionen ver-
liert sich dieser Effekt. Die Elektronentransportraten der verschiedenen Tabakli-
nien sind sehr a¨hnlich (siehe Abb. 3.20) und nicht signifikant unterschiedlich.
Die NPQ-Werte zeigen, dass die transgenen Pflanzen bei den niedrigeren Ci-
Konzentrationen gestresster sind, als die WT-Pflanzen (siehe Abb. 3.21); doch
la¨ßt sich bei diese. Diese Daten zeigen, dass die Photosyntheseraten von den
stomata¨ren O¨ffnungsweiten der Pflanzen bestimmt sind. Dies bedingt gro¨ße-
ren Stress fu¨r die transgenen Pflanzen (ho¨here NPQ-Werte). Die Unterschiede
in den stomata¨ren Leita¨higkeiten sind in der unteren Blattposition, zumindest
was die ho¨heren Ci Konzentrationen betrifft, sta¨rker ausgepra¨gt als in den obe-
ren Blattstockwerken. Dies ko¨nnte mit einem unterschiedlichen Wasserstatus
zusammenha¨ngen.
Reaktion auf sich rasch a¨ndernde CO2-Konzentrationen Die transge-
nen Pflanzen sind in der Lage Vera¨nderungen der Ci-Konzentration wahrzuneh-
men und ihre Stomata entsprechend zu schließen oder zu o¨ffnen, wie man aus den
Verla¨ufen der A/Ci-Kurven sehen kann. Vera¨ndert gegenu¨ber den WT-Pflanzen
ist allerdings die O¨ffnungsweite der Stomata; die RNAi-Pflanzen haben ihre Sto-
mata weiter geo¨ffnet. Es scheint so, als ob der Sollwert des Systems vera¨ndert
ist, d.h. die transgenen Pflanzen ko¨nnen ihre Stomata wa¨hrend einer schnellen
Vera¨nderung der Ci-Konzentration weniger effektiv schließen. Die Lichtkurven
dagegen zeigen a¨hnliche Nettophotosyntheseraten (siehe Abb 3.17).
Gro¨ßere Varianz der Reaktion bei den transgenen Linien Bei den
Blattpostionen 9-10 fa¨llt bei den niedrigeren Ci-Konzentrationen auf, dass der
Abstand zwischen den verschiedenen Linien sehr viel gro¨ßer ist, als bei den
ho¨heren Konzentrationen. Die Reaktion der individuellen RNAi-PIP2-Pflanzen
gegenu¨ber diesen niedrigen Ci-Konzentrationen fa¨llt extrem unterschiedlich aus,
was man auch an den Fehlerbalken sehen kann (siehe Abb. 3.19, Abb. C.1, Abb.
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C.2), diese sind sehr viel gro¨ßer als die des WT oder der RNAi-PIP1-Pflanzen.
A¨hnliches zeigt sich auch in der Arbeit von M.Bots ( [Bots et al., 2005b], fig.5).
Das Stomata-regulierende System in das die Aquaporine involviert sind, ist
durch eine Reduktion der PIP1-, und PIP2 sehr sto¨rungsanfa¨llig. Geringe A¨nde-
rungen der a¨ußeren Bedingungen, oder des internen Status (variierende PIP-
Mengen in den RNAi-Pflanzen, bzw. variierende PIP1/PIP2 Verha¨ltnisse), pro-
vozieren sehr unterschiedliche Antworten vor allem bei den PIP2-Pflanzen (wie
im Falle der A¨nderung des Verha¨ltnisses der Antworten der PIP1-, und RNAi-
PIP2-Pflanzen auf niedrige Ci-Konzentrationen). Die RNAi-PIP2-Pflanzen sind
somit ein gro¨ßeres Problem was die mathematische Auswertung angeht, auf der
anderen Seite zeigt sich aber auch wieder, wie wichtig das Verha¨ltnis der PIP1
und PIP2 zueinander ist (siehe auch Kapitel 2.6).
Reaktion der Stomata auf rasche Lichtwechsel Unterschiede zwischen
den RNAi-PIP1-Pflanzen und den WT-Pflanzen ergaben sich ebenfalls beim
lichtinduzierten O¨ffnen und anschließendem Schließen der Stomata im Dunklen,
wie man aus Abb. 3.14 entnehmen kann. Hier ist die Amplitude der Reaktion
der RNAi-PIP1-Pflanzen vera¨ndert, sie ist wesentlich ho¨her als bei den WT-
Pflanzen.
Die Regulation der Stomata ist dasjenige System im Rahmen dieser Arbeit,
welches auf eine Reduktion von NtAQP1, bzw. NtAQP2 am sta¨rksten reagiert.
Ganz offensichtlich sind die transgenen Tabakpflanzen bei wechselnden CO2-
Konzentrationen schlechter in der Lage ihre Stomata zu schließen, die Stomata
bleiben im Vergleich zu denen der WT-Pflanzen weiter geo¨ffnet, wobei die trans-
genen Pflanzen ho¨here NPQ-Werte zeigen, also einem gro¨ßeren Stress ausgesetzt
sind. Die weniger effektive Regulation der Stomata bedingt bei den transgenen
Pflanzen unterschiedliche A/Ci-Kurven bei a¨hnlichen Assimilationskurven im
Vergleich mit den WT-Pflanzen.
Aquaporine, sowohl TIPs als auch PIPs, wurden in vielen Fa¨llen in den Schließ-
zellen von Pflanzen nachgewiesen, so SunTIP7 und SunTIP20 [Sarda et al.,
1997], SoPIP1;1 [Fraysse et al., 2005], AtPIP1b [Kaldenhoff et al., 1995], NtAQP1
[Otto and Kaldenhoff, 2000] oder auch Aquaporine aus dem Plasmalemma von
Vicia [Huang et al., 2002]. In der vorliegenden Arbeit sind bei den RNAi-
Pflanzen die stomata¨ren Leitfa¨higkeiten gegenu¨ber den Wildtypen gro¨ßer. Zu
beurteilen an welchen Stellen diese Proteine in die Regulation der Stomatabe-
wegung eingreifen ist schwierig. Die Reaktionen der Pflanzen fallen sehr unter-
schiedlich aus, sowohl zwischen den Blattpositionen dieser Versuche als auch im
Vergleich zu den antisense NtAQP1-PTabakpflanzen [Uehlein et al., 2003,Flexas
et al., 2006]. Unterschiede zu diesen antisense NtAQP1 Pflanzen ergeben sich
wahrscheinlich aus den unterschiedlichen Methoden der Reduzierung der Ex-
pression der PIP (RNAi versus antisense Technik).
Da die RNAi-PIP1-Pflanzen wa¨hrend des Lichtwechselversuchs mit einer
a¨hnlichen Geschwindigkeit reagieren wie die Wildtyppflanzen, kann man auch
hier eine Beeintra¨chtigung der Prozesse durch verminderte Wasserpermeabi-
lita¨ten wahrscheinlich ausschließen. Eine wichtige Funktion ko¨nnten auch hier
die PIP-Proteine als Turgorsensor nach Hill et al. besitzen. Wie es auch im To-
noplasten der Vakuole wahrscheinlich TIPs gibt, die Sensoren fu¨r osmotische
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Druckgradienten sind und den Eﬄux von Ionen beeinflussen ko¨nnen, ist auch
eine Informationsweitergabe vom Plasmalemma an den Tonoplasten wichtig, da
die Ionenflu¨sse ja u¨ber beide Membranen reguliert werden mu¨ssen [MacRobbie,
Enid A. C., 2006]. Das Schließen der Stomata erfordert einen Netto-Eﬄux von
K+-Ionen u¨ber den Tonoplasten und das Plasmalemma der Schließzellen. Dies
resultiert in einem Turgor-, und Volumenverlust der Schließzellen und hat das
Schließen der Stomata zur Folge. Die Kontrolle dieses Ionen-Eﬄux aus der Va-
kuole ist bis jetzt noch nicht gut verstanden [MacRobbie, Enid A. C., 2006]. An
welcher Stelle dieser Mechanismen jetzt die PIP1-. und PIP2-Proteine eingrei-
fen la¨sst sich hier nicht kla¨ren, nur, dass sie es tun. Bei den A/Ci-Kurven zeigt
sich, dass die transgenen Pflanzen durchweg ho¨here stomata¨re Leitfa¨higkeiten
besitzen, es scheint so, dass die transgenen Tabakpflanzen hier Schwierigkeiten
haben, den Turgor der Schließzellen zu erniedrigen, so dass die Stomata schlie-
ßen. Der Turgor in den Schließzellen der transgenen Pflanzen scheint zu hoch
eingestellt, vielleicht ist ein Teil der Ru¨ckkopplung gesto¨rt, der den Anionen-
Eﬄux aus der Vakuole bewirkt. Da die Stomata prinzipiell ja noch schließen,
funktioniert der Schließmechanismus zum Teil noch. Eine Hypothese geht da-
hin, dass ein Aquaporin des Plasmalemmas ein Signal des Turgorstatus an einen
Ca2+-Kanal des Tonoplasten u¨bermittelt [MacRobbie, Enid A. C., 2006]; bei ei-
nem bei Ausfall dieses Aquaporins wa¨re dann das Signal fu¨r einen Ca2+-Kanal
der Vakuole unterbrochen und damit der Eﬄux von Ca2+. Die hohe Sensitivita¨t
der transgenen Linien, die sich auch in ho¨heren Fehlern widerspiegelt, spricht
fu¨r eine Funktion dieser Proteine bei einer Detektion von Dru¨cken und einer
Regulation des Turgors. Einen Ausfall dieser Proteine scheinen die Pflanzen in
Hinblick auf die Stomataregulierung schlechter ausgleichen zu ko¨nnen, als das
beim Expansionswachstum der Bla¨tter der Fall ist.
Neben diesen Funktionen gibt es Hinweise darauf, dass das Aquaporin NtAQP1
CO2 leiten kann [Uehlein et al., 2003] und hieru¨ber die Leitfa¨higkeit des Meso-
phylls beeinflusst [Flexas et al., 2006]. Antisense NtAQP1-Tabakpflanzen weisen
Kontrollpflanzen gegenu¨ber geringere gm-Werte (gm ist die Mesophyll-Leitfa¨hig-
keit) auf und entsprechend weisen NtAQP1 u¨berexprimierende Pflanzen ho¨here
gm-Werte auf. Ob bei den RNAi-Pflanzen ebenfalls eine vera¨nderte Mesophyll-
Leitfa¨higkeit vorlag, konnte mit diesen Versuchen nicht entschieden werden,
da gm nicht bestimmt wurde. Ausgeschlossen werden kann eine Beeinflussung
des gm durch eine verminderte Expression der PIP hier nicht, jedoch auch
nicht eindeutig nachgewiesen werden. Die erho¨hten Nettophotosyntheseraten
der transgenen Pflanzen in dieser Arbeit sind auf erho¨hte stomata¨re Leitfa¨higkei-
ten zuru¨ckzufu¨hren. Unterschiede zwischen den antisense- und RNAi-Pflanzen
werden auf unterschiedlichen Techniken der Reduktion der Expression der PIP
zuru¨ckgefu¨hrt; insofern sind die Ergebnisse dieser Arbeit nicht im Widerspruch
zu den oben genannten zu sehen.
4.4 Fehlerabscha¨tzung des Screeningverfahrens
Ein Nebenaspekt dieser Arbeit war es, die mit dieser Messmethode gemachten
Fehler abscha¨tzen zu ko¨nnen. Deswegen wurden Daten des Growscreens, mit
denen einer Linealmessung verglichen. Neben der Frage einer Fehlerabscha¨tzung,
ist es ebenfalls wichtig zu wissen, in welcher Beziehung die Blattfla¨che, die u¨ber
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den Growscreen ermittelt wird, zu derjenigen der Linealmessung steht und ob
die Blattbewegung systematisch im Tagesverlauf erfolgt.
Fehlerabscha¨tzung der Zuwachsraten Die Gesamtblattfla¨che, die u¨ber
den Growscreen ermittelt wird, ist die Projektion einer Blattfla¨che. Sie wird
beeinflusst von der U¨berlappung und der Bewegung der Bla¨tter im Tagesver-
lauf. Dies la¨sst sich deutlich aus Tab. 3.1 und Abb. 3.2 ablesen. Es ergibt sich aus
dem Vergleich der verschiedene Messmethoden fu¨r die verschiedene Tabaklinien
ein relativer Fehler der Zuwachsraten von ca. 10% in diesem Zeitraum (fu¨r die-
sen speziellen Entwicklungsstand und den Zeitraum zwischen 11 und 15 Uhr).
An dieser Beobachtung sieht man nochmals deutlich, dass die Wachstumsraten,
die mit dem Growscreen ermittelt werden, als Steigung aus Abb. 3.2, eine Funk-
tion der Blattbewegung und des Zuwachses sind. Falls man keine vergleichenden
Handmessungen gemacht hat, la¨sst sich aus diesen Daten nicht abscha¨tzen, wel-
cher Anteil wirklicher Zuwachs ist, und welcher Anteil durch die Blattbewegung
verursacht wird (”virtuelles“Wachstum). Die relative Wachstumsrate nach For-
mel 2.2 wurde daher nicht berechnet, da nicht fu¨r den gesamten Entwicklungs-
zeitraum solche Handmessungen gemacht worden waren. Die RGR ist zudem
eine abgeleitete Gro¨ße aus der Gesamtblattfla¨che, so dass mit einer Summie-
rung der Fehler (Gaußsche Fehlerfortpflanzung) gerechnet werden muss. Eine
Abscha¨tzung der Wachstumsgeschwindigkeiten war aus dem Parameter b der
Fitfunktionen der Kurven der Gesamtblattfla¨chenentwicklung mo¨glich (siehe
Kapitel 3.3).
Vergleich der Gesamtblattfla¨chen und Bewegung im Tagesverlauf Aus
Abb. 3.3 ergibt sich fu¨r alle Pflanzen und Zeitpunkte eine lineare Beziehung
der Gesamtblattfla¨chenwerte fu¨r die verschiedenen Tabaklinien. Dies bedeu-
tet, dass die Werte der Blattfla¨chen einander proportional, und somit bis auf
einen Faktor, gleich sind. Eine Umrechnung der projezierten Blattfla¨chenwerte
in die tatsa¨chlichen Gesamtblattfla¨chen u¨ber Korrekturkurven ist wahrscheinlich
mo¨glich, doch in der Praxis aufwendig. Da nur zu einem Zeitpunkt begleitende
Linealmessungen gemacht wurden, ist nicht klar, inwieweit sich dieser Faktor
im Laufe der Entwicklung a¨ndert.
Die Blattbewegung der verschiedenen Tabaklinien erfolgt im Tagesverlauf sy-
stematisch, wie aus Abb. 3.4 ersichtlich ist. Sicherlich gilt dies auch fu¨r die
A.thaliana T-DNA Insertionsmutanten, doch konnten hier keine parallelen Li-
nealmessungen oder a¨hnliches gemacht werden. Wenn man die Blattfla¨chen stets
zu den gleichen Zeiten misst, und damit ein gleich großes Messintervall gewa¨hr-
leistet, lassen sich auch Pflanzen mit unterschiedlichen Tagesga¨ngen in der Blatt-
bewegung miteinander vergleichen, wenn diese Blattbewegung systematisch er-
folgt, was in diesen Fa¨llen zutraf. Es zeigte sich, dass die mit dem Growscreen
ermittelten projezierten Blattfla¨chen proportional zu den absoluten Blattfla¨chen
sind. Weiterhin ergibt sich, dass die Wachstumsraten, die durch den Growscreen
ermittelt werden, keine Wachstumsraten im Sinne von Gl. 2.2 sind, sondern eine
Funktion der Blattbewegung und des Zuwachses sind, aus diesem Grund wurde
in dieser Arbeit darauf verzichtet die RGR aus den Fla¨chendaten zu berech-
nen. Ein wesentlicher Vorteil des Screeningsystems ist es, eine große Anzahl von
Pflanzen messen und analysieren zu ko¨nnen und damit statistisch gesichertere
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Ergebnisse erhalten zu ko¨nnen. Eine hohe Stichprobenanzahl ermo¨glicht eine
gute Kurvenanpassung des vorderen Bereichs einer sigmoiden Wachstumskur-
ve, aus der sich dann die Wachstumsgeschwindigkeiten abscha¨tzen lassen. Um
Fehler bei der Blattfla¨chenbestimmung zu verringern und Messpunkte verschie-
dener Tage vergleichen zu ko¨nnen, sollte zur gleichen Uhrzeit gemessen werden,
was in der vorliegenden Arbeit beru¨cksichtigt wurde.
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4.5 Zusammenfassung
Ziel der Doktorarbeit war es den Einfluss von PIP1 und PIP2 auf das Expan-
sionswachstum der Bla¨tter zu untersuchen; zwei Modellpflanzen wurden na¨her
analysiert: zum einen RNAi-Pflanzen von N.tabacum, bei welchen die Expressi-
on der PIP1 oder der PIP2-Proteine unterdru¨ckt war, zum anderen zwei T-DNA
Insertionsmutanten von A.thaliana, wobei die Intronmutante eine zum WT un-
vera¨nderte Expression des AtPIP1;2 zeigte und deswegen als Kontrolle benutzt
wurde.
Die zeitliche Entwicklung des Gesamtblattwachstums wurde dabei mit Hilfe
eines automatischen Screeningsystems (Growscreen) ermittelt. Die Analyse der
Gesamtblattfla¨chenentwicklung hat sowohl bei den RNAi-Tabakpflanzen als auch
den Arabidopsis TEPIP1;2 Pflanzen gezeigt, dass der Haupteffekt beim Wachs-
tum eine um einen halben bis einen Tag verzo¨gerte Keimung der genetisch
vera¨nderten Pflanzen gegenu¨ber den Kontrollen war. Der Wachstumsvorsprung
der Kontrollen hielt sich bis zum Ende der Gesamtblattfla¨chenentwicklung. Die
Wachstumsdynamik der Pflanzen, deren Wachstumsgeschwindigkeiten, unter-
schieden sich nur minimal voneinander; die Endblattfla¨chen der Arabidopsis T-
DNA-Insertionsmutanten unterschieden sich nicht voneinander, die des Tabaks
nur um 4%. Dies bedeutet das die genetisch vera¨nderten Pflanzen unter optima-
len Wachstumsbedingungen ein a¨hnliches Wachstum zeigen, d.h. unter diesen
Bedingungen scheinen PIP1 und PIP2 keine großen Einfluss auf das Expansi-
onswachstum der Bla¨tter auszuu¨ben. Ein Einfluss der PIP1 und PIP2 u¨ber eine
bloße Erho¨hung der Wasserleitfa¨higkeiten erscheint deswegen unwahrscheinlich.
In dieser Arbeit gab es eher Hinweise dafu¨r, dass PIP1 und PIP2 eine we-
sentliche Funktion bei der Turgordetektion und -regulation (siehe [Hill et al.,
2004]) ausu¨ben. Eine verminderte Expression der PIPs beim Tabak bewirken ei-
ne vera¨nderte Keimungskinetik, dies zeigte ein Keimungsexperiment auf Filter-
papier; vor allem die Kinetik der Testaruptur war vera¨ndert, ob dies auch fu¨r
die Endospermruptur gilt konnte nicht ausgeschlossen werden. Bei den RNAi-
PIP1-Samen erfolgte die Keimung auf Filterpapier langsamer, wie auch bei der
Erdanzucht; bei den RNAi-PIP2-Samen erfolgte sie dagegen schneller, im Ge-
gensatz zu den Erdanzuchten. Auch hier scheint die Turgorregulation gesto¨rt
zu sein, fa¨llt diese aus, vera¨ndert sich die Keimungskinetik. Die gro¨ßten Effekte
einer reduzierten Expression der PIP1 und PIP2 und eine der deutlichsten Hin-
weise auf eine Funktion der PIP1 und PIP2 als Turgorsensoren, zeigten sich bei
Gaswechseluntersuchungen der Tabakpflanzen; die transgenen Pflanzen konnten
ihre Stomata weniger effektiv regulieren, bzw. weniger effektiv Schließen. Dies
bedingte unterschiedliche A/Ci-Kurven bei a¨hnlichen Assimilationskurven. Ein-
zelmessungen von Tabakpflanzen mit der DISP-Methode stu¨tzten diese Hypo-
these ebenfalls; es ergaben sich sta¨rkere Oszillationen der Stomatabewegungen
der transgenen Pflanzen bei raschen Lichtwechseln. Unterschiede der transgenen
Pflanzen zum Wildtypen traten erst unter dynamischen, sich rasch a¨ndernden
Umweltbedingungen deutlich zu Tage.
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Anhang A
Parameterdatei - Screening
Parameter fu¨r die Farbsegmentierung: Beispieldatei fu¨r A.thaliana
params.txt
H1-high 75
H1-low 45
S1-high 254
S1-low 95
V1-high 150
V1-low 30
verbose 1
nmax 54
OUTPUT-CHANNELS 0
OUTPUT-MASKED-CHANNELS 0
OUTPUT-MASK 0
OUTPUT-MASKED-COLOR 1
OUTPUT-COLOR 0
OUTPUT-AREA 1
STDOUT-AREA 1
BayerFormat 1
ConversionMethod 4
SmoothMode 2
SmoothSizeX 1
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SmoothSizeY 1
HitAnyKeyAtEnd 0
OpenIter 0
CloseIter 0
MINSIZE-OBJECTS 50
MINSIZE-HOLES 40
AOI-ULX 600
AOI-ULY 330
AOI-LRX 1000
AOI-LRY 720
Die Parameter H (Hue/Farbton), S (Saturation/Sa¨ttigung) und V (Value)
ko¨nnen Werte zwischen 0 und 255 einnehmen. Mit high und low werden die
oberen und unteren Grenzen der Schwellenwerte festgelegt. nmax gibt die ma-
ximale Anzahl an Bildern an, die ausgewertet werden soll, output gibt an, wel-
che Dateien ausgegeben werden sollen, dabei bedeutet 0 = nicht ausgeben und
1 = ausgeben. In diesem Fall wird die Textdatei mit der Gesamtzahl pixel
ausgegeben (OUTPUT-AREA=1) und das farbsegmentierte Bild (OUTPUT-
MASKED-COLOR=1). Es ist ebenso mo¨glich, sich die einzelnen Kana¨le (fu¨r den
Farbton, die Sa¨ttigung und die Grauwerte) ausgeben zu lassen (mit OUTPUT-
CHANNELS). Mit MINSIZE-OBJECTS, ko¨nnen kleine Objekte, die mitseg-
mentiert wurden, z.B. kleine Moos-, oder Algenflecken, ausgeschlossen werden
(u¨ber die Gro¨ße; die Zahl gibt die Gro¨ße der auszuschließenden Objekte in Pi-
xeln an). MINSIZE-HOLES fu¨llt Lo¨cher auf, die auf den Bla¨ttern nicht mitseg-
mentiert wurden, weil z.B. bestimmte Stellen auf dem Blatt das Licht sta¨rker
reflektieren. Die Zahl gibt hier ebenfalls die Gro¨ße in Pixeln an. Die AOI (Area
of Interest) gibt den Bereich des Bildes an, der bearbeitet werden soll.
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Anhang B
Filtereinstellungen fu¨r die
DISP-Analyse
Parameter der DISP-Analyse; Beispieldatei fu¨r N.tabacum
[noise]: 0.00239
[tau]: 0.0008
[pyrstufe]: 1
[pyr-st]: 2
[pyr-out]: 2
[threshold]: 15
[hochpasssize]: 21
[b-rec-x]: 0.55 0.45
[b-rec-y]: 0.55 0.45
[viter]: 5
[viter-rec]: 10
[vsmooth]: 1000
Filtereinstellungen (fu¨r weitere Informationen siehe [Scharr, 2005])
[Dx]: 0.5 0 -0.5
[Dx y]: 0.1875 0.625 0.1875
[Dx t]: 0.1875 0.625 0.1875
[Dy]: 0.5 0 -0.5
[Dy x]: 0.1875 0.625 0.1875
[Dy t]: 0.1875 0.625 0.1875
[Dt]: 0.5 0 -0.5
[Dt x]: 0.1875 0.625 0.1875
[Dt y]: 0.1875 0.625 0.1875
[B x]: 0.0625 0.25 0.375 0.25 0.0625
[B y]: 0.0625 0.25 0.375 0.25 0.0625
[B t]: 0.0625 0.25 0.375 0.25 0.0625
[pypre]: 0.0625 0.25 0.375 0.25 0.0625
[pypost]: 0.25 0.5 0.25
[pyipol]: -0.0625 0.5625 0.5625 -0.0625
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Anhang C
Gaswechsel - A/Ci-Kurven
Im Folgenden werden die Daten der A/Ci-Kurven fu¨r die einzelnen Pflanzen
(Blattposition 9-10; n = 6) nochmals aufgefu¨hrt, um die individuellen Unter-
schiede insbesondere der RNAi-PIP2-Pflanzen gegenu¨ber dem WT zu zeigen.
Die RNAi-PIP2-Pflanzen wiesen die gro¨ßeren Varianzen gegenu¨ber den WT-
Pflanzen auf.
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Abbildung C.1: A/Ci-Kurven der einzelnen Pflanzen der verschiedenen Tabaklinien.
Abb. A.) zeigt die RNAi-PIP2-Pflanzen, Abb. B.) die WT-Pflanzen). Daten der Blatt-
position 9-10. Die Pflanzen waren zum Zeitpunkt der Messung zwischen 35 und 39
Tage alt.
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Abbildung C.2: A/Ci-Kurven der einzelnen Pflanzen der verschiedenen Tabaklinien.
Abb. C.) zeigt die RNAi-PIP1-Pflanzen. Daten der Blattposition 9-10. Die Pflanzen
waren zum Zeitpunkt der Messung zwischen 35 und 39 Tage alt.
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